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A acidemia metilmalônica (MMAemia) é uma desordem metabólica hereditária do 
metabolismo de aminoácidos com cadeia ramificada e de ácidos graxos com cadeia ímpar, 
envolvendo um defeito na conversão de metilmalonil-CoA a succinil-CoA. Manifestações 
sistêmicas e neurológicas nesta doença são relacionadas com o acúmulo de metilmalonato 
(MMA) em tecidos e fluidos biológicos e com o comprometimento do metabolismo 
energético. Neste trabalho, verificou-se que o MMA inibiu com grande intensidade a 
conversão de lactato a piruvato catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH) em 
homogenatos de fígado e cérebro de rato. A conversão de piruvato a lactato, catalisada pela 
LDH, foi menos sensível à inibição por MMA. Estudos de cinética enzimática sobre a 
inibição da LDH de cérebro, utilizando-se lactato como substrato, indicaram que o MMA 
inibe esta enzima competitivamente (Ki = 3,02 ± 0,59 mM). Propôs-se que a inibição da 
conversão lactato/piruvato por MMA contribui para a fisiopatologia da MMAemia, 
resultando, dentre outras alterações, em acúmulo de lactato e acidemia metabólica.  
Mostrou-se que, em mitocôndrias isoladas de cérebro e músculo de rato, 
concentrações milimolares de MMA inibiram o consumo de O2 mantido por succinato, 
enquanto nenhum efeito inibitório foi observado quando substratos para os complexos I ou 
IV foram utilizados. Notadamente, o efeito inibitório de MMA, mas não de malonato, no 
consumo mitocondrial de O2 mantido por succinato foi minimizado quando uma 
permeabilização não-seletiva das mitocôndrias foi induzida por alameticina. Em adição, o 
MMA apresentou apenas um pequeno efeito inibitório no consumo de O2 por partículas 
submitocondriais invertidas na presença de succinato. Não se obteve evidência de produção 
de malonato nas mitocôndrias tratadas com MMA. Conclui-se que o MMA inibe o 
consumo mitocondrial de O2 na presença de succinato por interferir na captação deste 
substrato pela mitocôndria. A inibição do transporte mitocondrial de substratos, induzida 
pelo MMA, através do carreador de dicarboxilatos, pode ter importantes implicações 
fisiopatológicas na MMAemia.  
Comparou-se a suscetibilidade de mitocôndrias isoladas de fígado, rim e coração 
de rato, assim como de diferentes subregiões cerebrais quanto à transição de 
permeabilidade mitocondrial (MPT) induzida por 3-nitropropionato (3-NP) e Ca2+. A MPT 






sensíveis à ciclosporina A. Mitocôndrias de cérebro e coração foram mais suscetíveis à 
MPT induzida por 3-NP e Ca2+ que organelas isoladas de fígado e rim. A comparação de 
mitocôndrias de diferentes regiões cerebrais indicou que uma inibição parcial da respiração 
por 3-NP resultou em MPT mais rapidamente em organelas estriatais que corticais ou 
cerebelares. Em ratos tratados sistemicamente com 3-NP, verificou-se uma inibição de 
mesma magnitude da succinato desidrogenase em todos os tecidos estudados. Notadamente, 
mitocôndrias isoladas de cérebro de ratos tratados sistemicamente com 3-NP apresentaram 
uma maior suscetibilidade à MPT induzida por Ca2+ quanto comparadas a controles. 
Propôs-se que a maior suscetibilidade do estriado à neurodegeneração induzida por 3-NP 
pode ser, pelo menos em parte, explicada por uma maior vulnerabilidade desta região 
cerebral à MPT, juntamente com a vulnerabilidade desta região ao influxo de Ca2+ 






























Methylmalonic acidemia (MMAemia) is an inherited metabolic disorder of 
branched amino acid and odd-chain fatty acid metabolism, involving a defect in the 
conversion of methylmalonyl-coenzyme A to succinyl-coenzyme A. Systemic and 
neurological manifestations in this disease are thought to be associated with the 
accumulation of methylmalonate (MMA) in tissues and biological fluids with consequent 
impairment of energy metabolism. In the present work it was observed that MMA potently 
inhibited lactate dehydrogenase (LDH)-catalyzed conversion of lactate to pyruvate in liver 
and brain homogenates. LDH was about one order of magnitude less sensitive to inhibition 
by MMA when catalyzing the conversion of pyruvate to lactate. Kinetic studies on the 
inhibition of brain LDH indicated that MMA inhibits this enzyme competitively with 
lactate as a substrate (Ki = 3.02 ± 0.59 mM). We proposed that inhibition of the 
lactate/pyruvate conversion by MMA contributes to the MMAemia physiophatology, 
leading to lactate accumulation and metabolic acidemia.  
 While millimolar concentrations of MMA inhibit succinate-supported O2 
consumption by isolated rat brain or muscle mitochondria, there is no effect when either a 
pool of NADH-linked substrates or N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylendiamine 
(TMPD)/ascorbate were used as electron donors. Interestingly, the inhibitory effect of 
MMA, but not of malonate, on succinate-supported brain mitochondrial O2 consumption 
was minimized when nonselective permeabilization of mitochondrial membranes was 
induced by alamethicin. In addition, only a slight inhibitory effect of MMA was observed 
on succinate-supported O2 consumption by inside-out submitochondrial particles. Under 
our experimental conditions, there was no evidence of malonate production in MMA-
treated mitochondria. We conclude that MMA inhibits succinate-supported mitochondrial 
O2 consumption by interfering with the uptake of this substrate. MMA-induced inhibition 
of substrate transport by the mitochondrial dicarboxylate carrier may have important 
physiopatological implications.  
The susceptibility of isolated mitochondria from liver, kidney and heart and 
different rat brain regions (striatum, cortex and cerebellum) was compared regarding to 
mitochondrial permeability transition (MPT) evoked by 3-nitropropionate (3-NP) and Ca2+ 






3-NP and Ca2+ toxicity than mitochondria from liver and kidney as estimated by decrease in 
the transmembrane electrical potential and mitochondrial swelling. The comparision of 
different brain regions revealed that the inhibition of 50% of the mitochondrial succinate-
supported respiration elicited by 3-NP resulted in a Ca2+-induced MPT pore opening, 
inhibited by cyclosporin A, faster in striatal than in cortical and cerebellar mitochondria. It 
was verified an inhibition of succinate dehydrogenase activity from the same magnitude in 
all tissues studied after a 3-NP systemic treatment. Interestingly, isolated forebrain 
mitochondria obtained from rats systemically treated with 3-NP showed a more pronounced 
susceptibility to Ca2+-induced MPT pore opening when compared to control rats. We 
proposed that the increased susceptibility of rat striatum to 3-NP-induced 
neurodegeneration could be in part explain by a region-specific susceptibility to MPT 
together with increase vulnerability of this brain region to glutamate receptors-mediated 































1. Introdução  
Doenças neurodegenerativas são um grupo heterogêneo de desordens caracterizadas 
por uma perda seletiva e gradual de sistemas neuronais, anatômica ou fisiológica como, por 
exemplo, as doenças de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotrófica.  
Com os avanços recentes da genética molecular, alguns genes relacionados a 
doenças neurodegenerativas foram localizados e caracterizados em detalhe (Bertoli-Avella 
et al., 2004; Bossy-Wetzel et al., 2004). Esta identificação molecular consiste na avaliação 
da estrutura de componentes do DNA. As alterações nesta molécula podem ser de 
diferentes extensões como a perda de grandes porções do DNA, a simples troca de um de 
seus componentes ou outros rearranjos mais complexos. Em decorrência de uma mutação, 
um gene pode deixar de exercer a sua função ou adquirir funções distintas da original, 
levando ao aparecimento de doenças (Bertoli-Avella et al., 2004; Bossy-Wetzel et al., 
2004). O uso de ferramentas moleculares que permitem a identificação pré e pós-
sintomática dessas doenças tem gerado perspectivas de novas possibilidades terapêuticas.  
São diversos os fatores passíveis de causar lesões neurológicas. Destacam-se, entre 
elas, além de doenças hereditárias e neurodegenerativas, o traumatismo encéfalo craniano, 
infecções, doenças vasculares e isquemia cerebral. Em geral, as lesões no SNC (Sistema 
nervoso central) são permanentes e causam deterioração irreversível do tecido nervoso 
(Lipton, 1999). A disfunção mitocondrial contribui nesse processo através de vias que 
podem levar à morte celular por apoptose ou necrose (Kroemer et al., 2007).  
As mitocôndrias são organelas responsáveis pela respiração celular e síntese de 
ATP. Participam também da homeostase intracelular de Ca2+, síntese de esteróides, geração 
de radicais livres e morte celular. Recentemente tem sido demonstrado sua interação com 
algumas proteínas específicas relacionadas a doenças genéticas e neurodegenerativas (Lin e 





Há vários estudos que comprovam a participação de alterações do metabolismo 
energético e da mitocôndria na morte celular e que a abertura do poro de transição de 
permeabilidade mitocondrial (MPT) possui um papel regulatório sobre a viabilidade celular 
(Lin e Beal, 2006; Vercesi et al., 2006; Kroemer et al., 2007). Diante disto, o foco desta 
tese foi verificar o efeito de metilmalonato e 3-nitropropionato na atividade da lactato 
desidrogenase e na indução da disfunção mitocondrial e neurodegeneração.  
 
2+1.1. Função mitocondrial, estresse oxidativo e homeostase intracelular de Ca .  
A energia necessária para o processo de fosforilação oxidativa provém do potencial 
eletroquímico de prótons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o O2 à 
H2O. Esta energia é utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP à ATP. Assim, é a 
cadeia respiratória que controla a energia redox necessária para gerar este potencial de 
membrana mitocondrial e promover a fosforilação oxidativa (Mitchell, 1966).  
Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH2, reduzidas 
durante a oxidação de carboidratos, aminoácidos e ácidos graxos, são transferidos à NADH 
desidrogenase (complexo I). O complexo I transfere seus elétrons à forma oxidada da 
coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH2). Elétrons originados a 
partir do succinato passam para a UQ através do complexo II, resultando também na 
redução da coenzima Q. A UQH2 é, então, desprotonada, resultando na formação da 
espécie aniônica semiquinona (UQH•), a forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem 
dois conjuntos separados de UQH•, um na face citoplasmática e outro na face matricial da 
membrana mitocondrial interna, e as duas formas de UQH• são oxidadas juntas, 
regenerando UQ e doando elétrons para o complexo III. A seguir o citocromo c será 
reduzido e irá transferir elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este complexo é 
responsável pela transferência de elétrons para o oxigênio, resultando na geração de água, 
em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferência de um elétron 





O sistema de transporte de elétrons mitocondrial é uma importante fonte de espécies 
reativas de oxigênio (EROs), sendo que seus principais sítios de formação são os 
complexos I e III (Boveris e Chance, 1973; Turrens, 2003). A citocromo oxidase promove a 
redução completa de uma molécula de O2 em duas molécula de água e, para isto, são 
necessários 4 elétrons. No entanto, como conseqüência de sua configuração eletrônica, a 
molécula de O2 tem forte tendência em receber um elétron de cada vez formando uma série 
de intermediários tóxicos e reativos (Halliwell e Gutteridge, 1984), tais como: radical ânion 
superóxido (O •-
 
2 ), o peróxido de hidrogênio (H2O ), e o radical hidroxil (OH•2 ) (Halliwell e 
Gutteridge, 1984). 
Em condições fisiológicas, o H O2 2 é formado na mitocôndria a partir do superóxido 
(Chance et al, 1979), numa reação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD) 
(Fridovich, 1978). A isoforma da SOD presente na matriz mitocondrial é dependente de 
manganês (MnSOD), enquanto a isoforma da SOD presente no citosol é dependente de 
cobre e zinco (CuZnSOD) (Fridovich, 1978). O H O2 2 é uma espécie química permeável por 
membranas e mais estável, podendo ser removida por diferentes enzimas com atividade 
peroxidásica. A ERO mais reativa e citotóxica é o OH•, que pode ser gerado pelo H O2 2 
quando reage com íons cobre (Cu+) ou ferro (Fe2+), reação conhecida como reação de 
Fenton (Halliwell e Gutteridge, 1997). 
Para evitar o acúmulo de EROs, a mitocôndria desenvolveu um eficiente sistema 
antioxidante, responsável pela remoção destas espécies, mantendo assim a integridade da 
organela. A glutationa peroxidase (GPx) foi a primeira enzima antioxidante mitocondrial 
caracterizada (Flohe et al., 1973; Green e O’Brien, 1970). A remoção mitocondrial de H O2 2 
pode também ser conduzida pela catalase (descrita até o presente momento em 
mitocôndrias de coração e fígado; Radi et al., 1991; Salvi et al., 2007) e tioredoxina 
peroxidase (TPx) (Rhee et al., 1994). Essas enzimas evitam o acúmulo de O •- e de H O2 2 2 e 
a conseqüente produção do OH•, contra o qual não existe nenhum sistema enzimático de 
defesa. Em condições em que ocorre um aumento da produção de O •-2  ou falha do sistema 




ocorre a formação radical OH• que é altamente reativo e pode promover a oxidação de 
componentes da mitocôndria (Kowaltowski et al., 2001).  
Em regiões específicas do cérebro (substância nigra, caudato putamen e globus 
pallidus) o ferro encontra-se presente em altas concentrações, o que favorece a peroxidação 
lipídica e a oxidação de neurotransmissores devido ao OH• formado na reação de Fenton 
(Zecca et al., 2004). A oxidação de proteínas, um dos marcadores de estresse oxidativo do 
cérebro, está aumentada na neurodegeneração em modelos experimentais de doenças 
neurodegenerativas (Butterfield e Kanski, 2001) e em modelos de convulsões induzidos por 
MMA (Ribeiro et al, 2005).  
EROs reagem com diversos aminoácidos podendo levar a agregação de proteínas 
e/ou fragmentação de cadeias polipeptídicas (Stadtman, 1990). As alterações que ocorrem 
em proteínas e lipídeos de membrana modificam o transporte de íons e aumentam os níveis 
de Ca2+ intracelular (Dawson e Dawson, 1996). Nos eucariotos, as concentrações 
extracelulares de Ca2+ -3 giram em torno de 1 a 2 mM (da ordem de 10  M) e as 
concentrações intracelulares ao redor de 50 a 100 nM (da ordem de 10-7 M) (Carafoli, 
1987) (Figura 1). O gradiente eletroquímico formado entre os compartimentos intra e 
extracelulares possibilita a transdução de sinais bioquímicos ao interior das células 
(Clapham, 2007). A distribuição do Ca2+ intracelular é controlada por processos de 
transporte desse íon através da membrana plasmática e das membranas de organelas 
subcelulares, como o retículo endoplasmático, núcleo e a mitocôndria (Carafoli, 1987; 







Figura 1 – Homeostase intracelular de Ca2+ em neurônios glutamatérgicos. Glutamato extracelular 
ativa os receptores metabotrópicos (mGluR), levando a liberação de Ca2+ do retículo 
endoplasmático (RE) via inositol trifosfato (IP3). A ativação de receptores ionotrópicos de 
glutamato (AMPA e Kainato) promovem o influxo de Na+ para o citoplasma, enquanto a ativação 
do receptor ionotrópico (NMDA) promove o influxo de Ca2+ 
 
e Na+. A ativação dos canais de Ca2+ 
voltagem-dependente (VDCC) também podem aumentar os níveis de Ca2+ no citosol. A homeostase 
da concentração de Ca2+ no citosol é mantida por meio da saída deste cátion para o meio 
extracelular realizada por um trocador Ca2+/Na+ e uma Ca2+-ATPase da membrana plasmática 
(PMCA). Dentro da célula, o Ca2+ em excesso poderá ser acumulado pelo RE por meio da Ca2+-
ATPase e pela mitocôndria.  
 
 
Dentre os mecanismos responsáveis pelo tamponamento do cálcio citosólico, 
protegendo as células dos efeitos deletérios produzidos pela exposição prolongada de altas 
concentrações a esse íon, destacam-se a Ca2+-ATPase do RE, que capta Ca2+ para o interior 
da organela, os mecanismos de efluxo presentes na membrana plasmática, como uma Ca2+-
ATPase e o trocador Na+ 2+/Ca , a captação mitocondrial ligação de Ca2+ com proteínas 




2+A liberação de Ca  pela mitocôndria pode ocorrer por meio de três vias diferentes. 
A primeira é a via dependente de Na+
 
, também conhecida como trocador Na+ 2+/Ca . Ela 
ocorre principalmente em mitocôndrias localizadas no coração, cérebro, músculo 
esquelético e tecido adiposo marrom (Baysal et al., 1994). A segunda via é independente de 
Na+ e é conhecida como trocador H+ 2+/Ca . Esta ocorre predominante em fígado, rim, 
pulmão e músculo liso (Gunter e Gunter, 1994). A terceira via é um mecanismo 
inespecífico e caracterizado pela liberação de Ca2+ provocada pela abertura de um poro na 
membrana interna da mitocôndria (Gunter et al., 2004).  
 
1.2. Transição de permeabilidade mitocondrial e morte celular  
O pioneiro trabalho de Hunter et al. (1976), onde trataram mitocôndrias isoladas 
com Ca2+, propôs que o acúmulo mitocondrial deste cátion resultaria na permeabização da 
organela devido à formação de um poro na membrana interna. Pelo fato deste processo ser 
parcialmente revertido através da remoção do Ca2+, esse fenômeno foi denominado 
transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) (Hunter e Haworth, 1979). De acordo com 
estes trabalhos, o Ca2+ induz uma mudança configuracional na mitocôndria que desacopla a 
fosforilação oxidativa e está associada a um inchamento da organela. Mais tarde, 
demonstrou-se que mitocôndrias isoladas tratadas com quantidades excessivas de Ca2+ 
sofriam uma permeabilização não-seletiva da membrana mitocondrial interna, tipicamente 
promovida por estresse oxidativo e acúmulo excessivo de Ca2+ na matriz mitocondrial 
(Kowaltowski et al., 2001) (Figura 2). Essa permeabilização resulta na perda do potencial 
de membrana, liberação do Ca2+ acumulado, entrada de sacarose na matriz e 





 Figura 2 - A cadeia respiratória localizada na membrana mitocondrial interna gera constantemente 
o radical O2•-. Este radical é removido pela Mn-superóxido dismutase MnSOD (na matriz) ou pela 
ZnCuSOD (no citosol), que promove a geração de H
 
2O2. Na matriz o H2O2 é detoxificado à H2O 
pelas enzimas catalase (em mitocôndrias de coração e fígado), glutationa peroxidase (GPx) e 
tiorredoxina peroxidase (TPx). A redução do H2O2 pela GPx e pela TPx ocorre às custas da 
oxidação da glutationa e tiorredoxina, respectivamente. Estas enzimas são reduzidas pela glutationa 
redutase (GR) e pela tiorredoxina redutase (TR) utilizando o NADPH como doador de elétrons. O 
NADP+ pode ser reduzido a NADPH pela NADP transidrogenase (TH), às custas da oxidação do 
NADH. Na presença de Fe2+, o H2O2 gera o radical OH• que pode oxidar grupos tióis de proteínas 
ou, ainda, promover a peroxidação de lipídeos da membrana mitocondrial (Kowaltowski et al., 
2001).  
Acredita-se que haja o envolvimento de um grupo de proteínas da membrana 
mitocondrial interna na formação do poro de MPT. Estas proteínas se agregariam em 
consequência de alterações estruturais (He e Lemasters, 2002), ou seja, o aumento das 
concentrações de Ca2+ e produção de EROs permitiriam a oxidação de resíduos de cisteína 




uma permeabilização não específica da membrana mitocondrial interna (Vercesi et al., 
1997; Kowaltowski et al., 2001).  
Alguns trabalhos confirmam que a MPT pode ser desencadeada pela adição de 
fontes exógenas de EROs (Frei et al., 1985; Hermes-Lima et al., 1991), e que a remoção de 
EROs por antioxidantes previne a oxidação de proteínas da membrana mitocondrial e a 
permeabilização da organela (Castilho et al. 1995; Kowaltowski et al., 1998; Santos et al., 
1998).  
A permeabilização da membrana mitocondrial interna é prevenida ou até revertida 
por redutores ditiólicos (Kowaltowski et al., 2001), adição de EGTA e inibida por 
quantidades micromolares de ciclosporina A (CsA) (Crompton et al., 1988), um ligante de 
ciclofilina D (CypD) e imunossupressor utilizado na clínica médica. Hoje é sabido que este 
processo pode ser inibido por outros compostos como sanglifehrin A, um outro ligante de 
CypD (Halestrap et al., 1997; Halestrap et al., 2002), ácido boncréico, ADP e ATP, ligantes 
do translocador de nucleodídeo de adenina (ANT) (Halestrap, 2004), bloqueadores do canal 
iônico voltagem dependente (VDAC) (Halestrap, 2006), Mg2+ e antioxidantes como 
catalase, glutationa e superóxido dismutase (Broekemeier et al., 1989; Zoratti e Szabo, 
1995; Santos et al., 1998; Crompton 1999; Kowaltowski et al., 2001).  
Até recentemente, tem se questionado a composição do poro de MPT. Através do 
uso de ligantes, foi possível evidenciar que o ANT participa da regulação do MPT, mas 
existe controvérsia se essa proteína também faz parte da composição do poro, ou apenas 
participa de sua regulação (Kowaltowski et al., 2001; Kim et al., 2003; Leung e Halestrap, 
2008). Outros trabalhos sugerem que pode ocorrer a formação do poro de MPT mesmo na 
ausência de VDAC ou CypD (Baines et al., 2005; Nakagawa et al., 2005; Crompton et al., 
2002; Faustin et al., 2004), mas nestas condições maiores concentrações de Ca2+ são 
necessárias. Além destes, a creatina quinase e a hexoquinase têm sido descritas como 
componentes do poro de MPT (Crompton et al., 1998; Beutner et al., 1996). Embora a 





abertura sustentada esteja relacionada com a morte celular (Crompton et al., 2000; 
Kowaltowski et al., 2001). 
A impermeabilidade seletiva da membrana mitocondrial interna é essencial para a 
manutenção do potencial de membrana e do gradiente de prótons, requisitos para a síntese 
de ATP durante a fosforilação oxidativa. Quando esta barreira de permeabilidade é rompida 
pela abertura do MPT, as mitocôndrias tornam-se desacopladas e a ATPase translocadora 
de prótons hidrolisa ativamente o ATP, ao invés de sintetizá-lo. Se este evento ocorre em 
uma célula, as concentrações de ATP não poderão ser mantidas, mesmo pela glicólise e, a 
menos que o poro de MPT se feche novamente, a célula morrerá, pois o dano aos 
componentes celulares causado por hipóxia e estresse oxidativo só podem ser reparados se 
o ATP estiver disponível. Assim, a MPT representa um mecanismo pelo qual a morte 
celular por necrose pode ser iniciada (Halestrap et al., 2002; Vercesi et al., 2006). 
Além de levar à morte celular por necrose, a permeabilização da membrana 
mitocondrial também pode resultar em apoptose (Crompton, 1999; Kroemer et al., 2007). A 
apoptose é um processo vital que ocorre constantemente nos organismos, de forma ativa e 
fisiológica, necessária à manutenção celular do organismo (Kroemer et al., 2007). Contudo, 
a apoptose também ocorre durante estados patológicos como em doenças 
neurodegenerativas e neuromusculares (Smaili et al., 2003; Kroemer et al., 2007).  
Em geral, a apoptose envolve a participação da mitocôndria (via intrínseca) ou é 
disparada pela ativação de receptores de morte localizados na membrana plasmática (via 
extrínseca), onde ambas as vias envolvem a estimulação de uma cascata de eventos 
intracelulares que culminam com a morte das células (Kroemer et al., 2007). O processo 
apoptótico na via intrínsica é resultado de cascatas de eventos intracelulares nas quais a 
permeabilização da membrana mitocondrial interna tem um papel fundamental. Ocorre de 
maneira regulada e dependente de energia, quando a mitocôndria libera proteínas pró-
apoptóticas, como citocromo c, fator indutor de apoptose (AIF) e pró-caspases (Green e 





O citocromo c, normalmente localizado no espaço intermembranas mitocondrial, 
pode ser liberado para o citosol, onde se liga a Apaf-1 (“apoptosis activating factor 1”) e 
pró-caspase 9, formando o apoptosomo, complexo de alto peso molecular responsável pela 
clivagem de pró-caspase-9 (Zou et al., 1999). É interessante notar que a pró-caspase 9 
também está localizada no espaço intermembranas mitocondrial, assim como uma fração 
das pró-caspases 2 e 3 (Krajewski et al., 1999, Ravagnan et al., 2002). As mitocôndrias 
também contêm a proteína Smac/DIABLO que inativa um grupo de proteínas citosólicas 
responsáveis pela inibição de caspases (Du et al., 2000, Verhagen et al., 2000). Finalmente, 
o AIF (“apoptosis inducing factor”) (Susin et al., 1999), uma proteína capaz de induzir 
condensação da cromatina nuclear de modo independente da ativação de caspases, e a 
endonuclease G (Parrish et al., 2001) são capazes de promover diretamente a fragmentação 
de DNA nuclear, e estão normalmente localizados no espaço intermembranas mitocondrial 
e migram para o citosol mediante estímulos pró-apoptóticos (Kroemer et al., 2007).  
A apoptose é iniciada quando as proteínas participantes deste processo são liberadas 
do espaço intermembranas desta organela para o citosol. Três cenários diferentes tem sido 
descritos para esse evento: (i) A MPT precede a translocação da proteína pró-apoptótica 
Bax do citosol (Smaili et al., 2001), (ii) A MPT ocorre após a ativação da Bax e 
translocação desta do citosol para a mitocôndria (Tafani et al., 2001), (iii) A 
permeabilização da membrana externa ocorre independentemente da permeabilização na 
membrana interna, com a participação de Bax e/ou Bak e canais na membrana externa 
(Piret el al., 2004).  
Vários autores têm proposto que a intensidade do insulto e duração da abertura do 
MPT e nível de ATP pode determinar o modo de morte da célula, se apoptose ou necrose. 
A abertura transiente do poro de MPT pode ser fisiológica e insuficiente para desencadear a 
morte celular (Petronilli et al., 1999). Em contraste, após a diminuição inicial dos níveis de 
ATP, uma prolongada abertura do poro de MPT pode ser letal. A manutenção dos altos 
níveis de ATP intracelular podem orientar a favor da apoptose. Entretanto os baixos níveis 






1.3. Acidemia metilmalônica (MMAemia)  
A acidemia metilmalônica faz parte de um grupo de doenças inatas metabólicas 
causada pela deficiência funcional da enzima metilmalnonil-CoA mutase (MCM, EC 
5.4.99.2), presente na matriz mitocondrial ou defeito na síntese de 5-
deoxiadenosilcobalamina (AdoCbl, vitaminha B12), cofator essencial a esta reação. A 
deficiência na atividade da MCM (Figura 3), que fisiologicamente catalisa a isomerização 
de L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA durante o metabolismo normal de aminoácidos de 
cadeia ramificada (isoleucina, valina, metionina e treonina), colesterol, ácidos graxos de 
cadeia ímpar de carbonos e degradação do propionato, leva ao acúmulo primário de 
metilmalonil-CoA e, secundariamente, ao acúmulo de outros metabólitos, como 
metilmalonato, propionato, 3-hidroxipropionato, 2-metilcitrato e cetonas de cadeia longa 
(Fenton et al., 2001; Okun et al., 2002; Kolker et al.,2003). 
A MMAemia é caracterizada pelo acúmulo de ácido metilmalônico (MMA) nos 
tecidos e fluidos corpóreos (Fenton et al., 2001). Sabe-se que o MMA compromete o 
metabolismo energético mitocondrial resultando em degeneração estriatal, convulsões e 
outras alterações neurológicas. No entanto, existe um debate a respeito de como este 
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Figura 3 - Alteração do metabolismo de aminoácidos, ácidos graxos e proprionato com acúmulo de 
MMA no sangue e fluidos corpóreos na deficiência de L-metilmalonil-CoA mutase (Adaptado de 
Chandler e Venditti, 2005).  
 
1.4. Aspectos genéticos da acidemia metilmalônica  
Apesar de serem eventos raros, os erros orgânicos representam um problema 
importante e seu diagnóstico, freqüentemente, se constitui em desafio para o clínico. No 
entanto, em função dos diagnósticos clínicos mais apurados, evidenciou-se que as 
acidemias orgânicas são realmente os erros mais freqüentes na população (Wajner et al, 
2002).  
Oito tipos de deficiência foram descritos, baseados na bioquímica e estudo de 
células somáticas (Chandler e Venditti, 2005). Os defeitos na enzima MCM são divididos 





apoenzima. Pacientes com a mutação mut° apresentam uma forma mais severa da doença e 
não respondem aos tratamentos com vitamina B12. Os outros seis tipos de deficiência estão 
associados ao defeito no metabolismo da coenzima 5-deoxiadenosilcobalamina (AdoCbl) e 
podem responder parcialmente ao tratamento com vitamina B12. Neste caso, a doença é 
classificada de acordo com a complementação do grupo: CblA, causada pela mutação no 
gene MMAA no cromossomo 4q31 e CblB, causada pela mutação do gene MMAB no 
12q24. O grupo CblH pode ser um subtipo do grupo CblA, onde a mutação no gene 
MMAA é causada no cromossomo 6p (Chandler e Venditti, 2005).  
Dessa forma, as diferentes expressões da acidemia metilmalônica incluem: (i) 
ausência de MCM, (ii) redução da atividade de MCM, (iii) deficiência de síntese de 5’-
deoxiadenosilcobalamina, (iv) falha do metabolismo de cobalamina e, possivelmente, (v) 
falta de oxigenação adequada para a metabolização de succinil CoA (Sweetman e Williams, 
2001).  
 
1.5. Epidemiologia e sintomatologia da acidemia metilmalônica  
A incidência da doença é de 1:48.000 recém-nascidos nos EUA, constituindo uma 
das acidemias orgânicas mais freqüentes (Coulombe et al., 1981).  
Nas crianças com acidemia metilmalônica, o dano cerebral se inicia logo após o 
início da ingestão de proteínas. Quando o quadro se instala precocemente (até 21 dias), o 
paciente geralmente vai a óbito e as que sobrevivem apresentam retardo mental e outras 
anormalidades neurológicas, além de coma e convulsões (Roodhooft et al., 1990; Brismar e 
Ozand, 1994), episódios epiléticos, isquemia cerebral e complicações renais (Baumgarter e 
Viardot, 1995; Morath et al, 2007). Além disso, o tônus muscular apresenta-se 
comprometido e a hipotonia se acentua após as crises de descompensação metabólica 
(Fenton et al., 2001). Na acidemia metilmalônica observa-se acidose metabólica, 
hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia, neutropenia e trombocitopenia (Fenton et 





MMA. A presença de outros metabólitos, como o ácido láctico, pode contribuir para a 
acidose metabólica observada na acidemia metilmalônica.  
O diagnóstico laboratorial pode ser realizado através do teste da p-nitroanilina para 
sangue e urina, sendo que o resultado positivo indica a possibilidade de acidemia 
metilmalônica e deve ser confirmado através da cromatografia gasosa, preferivelmente 
acoplada à espectrometria de massa (Fenton et al., 2001; Wajner et al., 2002).  
 
1.6. Neuropatologia da acidemia metilmalônica  
O acúmulo de ácido metilmalônico é tóxico para células de vários tecidos, incluindo 
neurônios e células da glia. A neuropatologia na acidemia metilmalônica é caracterizada 
principalmente por lesão irreversível dos núcleos caudado e putamen, dilatação dos 
ventrículos laterias e atrofia cortical revelados por exames de ressonância nuclear 
magnética (Twomey et al, 2003). Os pacientes podem apresentar alterações morfológicas 
no sistema nervoso central, como edema da substância branca nas primeiras semanas, 
podendo evoluir para um aumento no volume ventricular e desmielização até a degeneração 
dos gânglios da base, característica da doença (Kanaumi et al., 2006; Larnaout et al., 1998). 
As concentrações plasmáticas de MMA, que são quase indetectávies em indivíduos 
normais, podem estar entre 0,22 a 2,9 mM em pacientes (Fenton et al., 2001). O nível de 
MMA no sangue e no fluído cerebroespinhal pode atingir 2,5 a 5 mM durante as crises de 
descompensação metabólica e estes níveis podem aumentar ainda mais nas células 
neuronais (Hoffmann et al., 1993). O acúmulo de MMA no SNC pode ter origem local ou 
sistêmica, no caso de haver comprometimento da barreira hemato-encefálica (BHE) 
(Kolker et al, 2006). Apesar da produção de MMA no SNC ser provavelmente baixa, a 





1.7. Tratamento na acidemia metilmalônica 
O tratamento dos pacientes portadores de acidemia metilmalônica inclui medidas 
terapêuticas como: i) remoção de toxinas através de transfusões de sangue ou hemodiálises; 
ii) restrição protéica (dieta isenta de aminoácidos valina, isoleucina, leucina, metionina e 
treonina); iii) terapia com vitamina B12, nas acidemias metilmalônicas por deficiência de 
cofator (Orgier de Baulny e Saudubray, 2002); iv) administração de L-carnitina, 
propiciando a excreção urinária de propionil-carnitina, e redução da toxicidade do 
propionato (Burns et al. 1996); v) administração de ascorbato para diminuir os efeitos da 
deficiência de glutationa (Treacy et al., 1996). Os pacientes mut-, normalmente respondem 
melhor ao tratamento, enquanto os pacientes mut° apresentam um prognóstico menos 
favorável. Até o momento nenhuma terapia específica e efetiva foi desenvolvida para 
proteger o cérebro dos danos causados por essa doença.  
 
1.8. Disfunção mitocondrial na acidemia metilmalônica 
Muitas evidências sugerem que o MMA compromete a função mitocondrial, já que 
experimentos in vitro e ex vivo mostraram que o MMA diminui os níveis de ATP 
(McLaughlin et al., 1998), a produção de CO (Wajner et al., 2002), o consumo de O2 2 
mantido por succinato (Kowaltowski et al 2006; Maciel et al 2004; Toyoshima et al 1995) e 
aumenta a produção de lactato (Royes et al., 2003; Saad et al., 2006). Este aumento de 
lactato pode contribuir para o dano cerebral, uma vez que, seu acúmulo e o aumento na 
pCO  tecidual podem provocar acidose grave.  2
Além disso, de acordo com Halperin et al. (1971), durante as crises encefalopáticas 
agudas a inibição da gliconeogênese, causada pela inibição do carreador de malato resulta 
em hipoglicemia, sendo esta isquemia metabólica outra evidência de que o MMA 
compromete a função mitocondrial.  
Foi demonstrado que o MMA induz a formação de substâncias reativas ao ácido 





 formação de radicais livres (Fontella et al., 2000), além de alterar a atividade da Na+, K+-
ATPases em estriado e córtex cerebral de ratos (Mafaltti et al., 2003). A administração 
intraestriatal de MMA causa convulsões e rotações contralaterais em ratos adultos, 
atenuadas pela administração de succinato e antioxidantes como a vitamina C e a vitamina 
E (de Mello et al., 1996; Fighera et al., 1999).  
Segundo a literatura, há controvérsias em relação ao papel do MMA na atividade da 
SDH. Alguns grupos acreditam que o MMA atua como um fraco inibidor competitivo da 
SDH em cérebro e fígado de rato, provavelmente devido à sua similaridade estrutural com 
malonato (MA) (Figura 4), inibidor clássico da SDH, e succinato, substrato da mesma 
(Dutra et al 1993; Toyoshima et al 1995). Entretanto, publicações recentes mostram que 
MMA, em concentrações milimolares, não inibe a atividade de SDH estimada em partículas 
submitocondriais de coração de boi (Okun et al 2002; Kolker et al 2003) ou quando altas 
concentrações de succinato foram usadas no meio para medir esta atividade enzimática 





























Outra hipótese é que o MMA não seja a principal neurotoxina na acidemia 
metilmalônica, mas que seus efeitos sejam resultado da formação intracelular de malonato e 
2-metilcitrato a partir de MMA (Kolker e Okun 2005; Kolker et al 2003; Okun et al 2002). 
No entanto, a clivagem do grupo metil do MMA por esterases é pouco provável e a 
quantidade de MA encontrada após incubação de células com MMA foi muito baixa (Okun 
et al., 2002).  
Assim, atualmente há um intenso debate a respeito de como o MMA prejudica a 
bioenergética mitocondrial e, mais particularmente a atividade do complexo II (SDH) da 
cadeia respiratória.  
 
1.9. Neurodegeneração induzido pelo ácido 3-nitropropiônico (3-NP)  
O ácido 3-nitropropiônico (3-NP) é uma toxina natural produzida por algumas 
plantas e fungos (Alston et al., 1977). O primeiro relato da intoxicação humana por 3-NP 
ocorreu pela ingestão de fungos presentes na cana-de-açúcar (Ludolph et al., 1991). O 
mecanismo celular da toxicidade do 3-NP não está completamente entendido. Sabe-se que a 
sua toxicidade pode ser irreversível, pois ele se liga covalentemente à subunidade de 70 
kDa da succinato desidrogenase (SDH) e inibe a atividade desta enzima (Alston et al., 
1977; Coles et al., 1979; Huang et al., 2006).  
A SDH é responsável pela oxidação do succinato a fumarato no complexo II da 
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Devlin, 2003). Além de bloquear a cadeia 
respiratória, o 3-NP bloqueia também o ciclo do ácido tricarboxílico (Figura 5), 























Figura 5 - Esquema representando a ação do 3-NP tanto sobre a cadeia respiratória, inibindo a 
enzima do complexo II, a succinato desidrogenase (SDH), quanto sobre o ciclo do ácido 
tricarboxílico, que tem seu funcionamento bloqueado. CoQ – transportador de elétrons não protéico; 
FAD – flavoproteína capaz de promover oxidação e redução na cadeia respiratória; FeS – ligação 
dissulfeto presente no complexo II da cadeia respiratória mitocondrial (Adaptado de Brouillet et al., 
1999).  
 
A estrutura química do 3-NP é similar a do ácido succínico (substrato da SDH), o 
que pode explicar o fato do 3-NP ocupar o sítio catalítico da enzima e inativá-la 
irreversivelmente (Figura 6). Este processo ocorre pela ligação da SDH com o 3-NP na sua 
forma aniônica que, posteriormente, adquire a forma nitroacetilada. O 3-NP na sua nova 
estrutura conformacional reage com o grupo tiol da SDH mantendo-se ligada a ela 























Figura 6 – A estrutura química do 3-NP é extremamente parecida com a do succinato, substrato 
natural da enzima, o que pode explicar o fato do 3-NP ocupar o mesmo sítio catalítico na succinato 
desidrogenase (SDH).  
 
Como conseqüência da inibição da SDH pelo 3-NP, a redução da fosforilação 
oxidativa mitocondrial e falta de substrato para a glicólise levam a um rápido declínio e 
quase completa perda do ATP tecidual (Nordstrom e Siesjo, 1978). A conseqüente queda 
do potencial de membrana provoca a perda do bloqueio por Mg2+ do canal receptor 
glutamatérgico NMDA. Isso promove a ativação excessiva do receptor NMDA, mesmo na 
presença de concentrações normais de glutamato, fazendo com que ocorra uma entrada 
massiva de Ca2+ do meio extracelular para o citosol, podendo levar à lesão e morte celular 
(Coyle e Puttfarcken, 1993; Castilho et al., 1998; Brouillet et al., 1999). 
Devido à excessiva estimulação dos receptores NMDA e despolarização de 
neurônios, os níveis de glutamato, na fenda sináptica, atingem valores elevados, e os 
neurônios respondem a esse neurotransmissor em duas etapas. Primeiramente, após alguns 
minutos de exposição, eles despolarizam-se, na dependência da presença de Na+ - e Cl , 
refletindo o influxo de Na+, acompanhado passivamente pelo influxo de Cl- e água, 
resultando no aumento do volume celular. Porém não é um evento letal, pois a maioria das 





horas de exposição, a neurotoxicidade do glutamato leva à desintegração neuronal tardia, 
mediada pelo influxo excessivo de Ca2+. A dependência de Ca2+ extracelular e hiper-
ativação de receptores NMDA apóiam a hipótese de que a excitotoxicidade tardia é 
mediada pelo influxo de Ca2+ e pode ser sistematizada em 3 estágios: indução, amplificação 
e expressão (Choi, 1992).  
A fase de indução é representada pela ativação de receptores neuronais por 
glutamato, aumentando os níveis citoplasmáticos de Ca2+ + -, Na , Cl , água, IP3 e 
diacilglicerol, atuantes em eventos posteriores. A amplificação por sua vez, caracteriza-se 
por acentuar as alterações iônicas, em especial os níveis de Ca2+, incluindo agora os 
armazenados intracelularmente, além da ativação de certas famílias de enzimas como 
proteína cinase C, enzimas reguladas por calmodulinas, calpaínas e fosfolipases. Por 
último, a fase de expressão se iniciaria a partir do momento em que os níveis elevados de 
Ca2+ disparam uma gama de cascatas, atuantes tanto na excitotoxicidade imediata quanto 
tardia, onde os níveis elevados de Ca2+ podem ativar a protease calpaína que resultará na 
degradação de proteínas neuronais estruturais, ativar fosfolipases capazes de promover a 
lise da membrana celular e liberar ácido araquidônico e endonucleases (Choi, 1992; 
Orrenius et al., 2003).  
Estudos demonstraram que o 3-NP penetra no cérebro inibindo a atividade da SDH 
dentro das primeiras 2 horas após a administração intraperitonial e esta inibição 
significativa por pelo menos 24 horas (Brouillet et al., 2005). Além disso, as lesões 
estriatais induzidas pelo 3-NP, após intoxicação crônica com este inibidor, foram 
associadas com 50 – 60% de inibição da SDH, um nível um pouco acima da inibição do 
complexo II/III observada no núcleo caudado post-mortem de pacientes com a doença 
neurodegenerativa de Huntington (Brouillet et al., 2005). Apesar do estriado ser a região 
mais vulnerável às lesões induzidas pelo 3-NP (Brouillet et al., 1995), alguns trabalhos 
mostram que não apenas neurônios são afetados, mas também a glia. De fato, os astócitos 
são mais vulneráveis ao 3-NP e apresentam maior índice de apoptose do que os neurônios 
(Fukuda et al., 1998). Alterações em astrócitos podem levar a distúrbios na interação 





Evidências recentes implicam a participação da MPT na neurodegeneração induzida 
por 3-NP (Keller et al., 1998; Leventhal et al. 2000; Maciel et al., 2004; Rosenstock et al., 
2004; Ruan et al., 2004). Nosso grupo demonstrou que a adição de 3-NP a mitocôndrias 
cerebrais carregadas com Ca2+ induz inchamento mitocondrial e queda do potencial elétrico 
transmembrana devido à MPT (Maciel et al., 2004). Leventhal et al. (2000) mostraram que 
o tratamento sistêmico de ratos com ciclosporina A, um inibidor da MPT, resulta em 
proteção da lesão estriatal induzida pela administração crônica de 3-NP. Rosenstock et al 
(2004) obtiveram evidências da ocorrência de MPT em astrócitos intactos tratados com 3-
NP. Células PC12, expressando presenilina-1 mutada (Keller et al., 1998) e células 
estriatais com mutação em huntingtina (Ruan et al., 2004) também apresentaram MPT 
quando tratadas com 3-NP.  
O 3-NP, além do efeito neurotóxico (Beal et al., 1993; Brouillet et al., 2005), 
também apresenta efeito tóxico em cardiomiócitos. Esta toxicidade provoca trombose atrial, 
necrose, perda celular e fibrilação, num processo associado com inibição significativa da 































2.1. Objetivo geral:  
É proposto que a neurodegeneração na acidemia metilmalônica e na doença de 
Huntington seja decorrente de um comprometimento do metabolismo energético 
mitocondrial e de estresse oxidativo. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi estudar a 
disfunção mitocondrial causada por metilmalonato (MMA) e 3-nitropropionato (3-NP). 
Enquanto o MMA é acumulado nas crises metabólicas da acidemia metilmalônica (Fenton 
et al., 2001), o 3-NP é um inibidor irreversível da SDH e provoca neurodegeneração 
semelhante à observada na doença de Huntington, quando administrado sistemicamente 
(Brouillet et al., 2005).  
 
2.2. Objetivos específicos:  
 
a) Caracterizar o efeito in vitro de MMA na atividade da lactato desidrogenase (LDH).  
b) Estudar o efeito de MMA na oxidação de substratos respiratórios por mitocôndrias 
isoladas.  
c) Caracterizar a transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) induzida pelo 































3.1. Reagentes – A maioria dos produtos químicos, incluindo ácido ascórbico, ácido 
butilmalônico (99%), ácido glutâmico, ácido α-cetoglutárico, ácido glutárico, ácido láctico, 
ácido málico, ácido malônico (≥97%), ácido metilmalônico (≥99%), ácido pirúvico, ácido 
succínico, ácido 3-nitropropiônico (≥97%), ADP, ATP, antimicina A, alameticina, 
ciclosporina A (CsA), 2,6 diclorofenolindolfenol (DCPIP), digitonina, fenazina 
metassulfato (PMS), dinucleotídeo de nicotinamida adenina (NAD+), dinucleotídeo de 
nicotinamida adenina reduzido (NADH), N,N,N',N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD), 
oligomicina e rotenona foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). As 
soluções de butilmalonato (BtMA), malonato (MA), metilmalonato (MMA) e 3-
nitropropionato (3-NP) foram preparados por dissolução dos respectivos ácidos em água e o 
pH foi ajustado a 7,2 com NaOH (Figuras 7 - 9, 15, 16) ou KOH (Figuras 10 - 14, 17 - 22), 
dependendo do ensaio feito. CaCl2 foi adquirido da Merck (Darmstadt, Germany) e os 
outros reagentes utilizados nos experimentos desta tese foram de alto grau de pureza. 
3.2. Animais de experimentação – Os procedimentos experimentais utilizados neste 
estudo foram aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA), 
FCM/UNICAMP, por estarem de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 
Animal (protocolo n° 697-1 de 2004). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, fêmeas, 
adultos, pesando 250 - 300 g, obtidos no biotério central da Universidade Estadual de 
Campinas (CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica). Os animais 
foram alojados em gaiolas mantidas em sala climatizada a 22 ± 2°C, com ciclo de 12 horas 
claro e escuro, com livre acesso a água e ração (Labina/Purina, Campinas, SP, Brasil). 
3.3. Homogenatos de fígado e cérebro – Ratos foram sacrificados por deslocamento 
cervical. Cérebro e fígado foram rapidamente removidos (aproximadamente 2 minutos) e 
separadamente imersos em solução de manitol 225 mM, sacarose 75 mM, EGTA-Na+ 1 
mM, HEPES-Na+ 5 mM (pH 7,2) e BSA 0,1%, pH 7,2, mantida em banho de gelo. 
Cerebelo e medula foram cuidadosamente removidos e descartados. Cérebro total resultante 
e fígado foram cortados em pequenos fragmentos, lavados nesta solução repetidamente e 
homogeneizados manualmente em homogeneizador do tipo Dounce. Os homogenatos de 
cérebro e fígado foram centrifugados por 3 minutos a 2.000 g. Após esta primeira 
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centrifugação, o sobrenadante foi recentrifugado por 10 minutos a 8.000 g em rotor 
Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA). Os sobrenadantes da segunda 
centrifugação (homogenatos) foram usados numa concentração de 5 - 8 mg × mL-1 
proteína. Foram utilizadas duas centrifugações com a finalidade de obtermos um 
homogenato com frações ricas de componentes citosólicos e poucos componentes 
intracelulares mais pesados, como núcleo e mitocôndrias.  
3.4. Tratamento in vivo com 3-NP – 3-NP ou PBS foram administrados i.p., na dose de 
25 mg × kg-1 peso corporal e após 24 horas os animais foram sacrificados. Cerebelo, córtex, 
estriado, coração, fígado e rim foram rapidamente removidos, lavados com solução de 
manitol 225 mM, sacarose 75 mM e HEPES-K+ 5 mM pH 7,2, congelados em tubos 
eppendorfes com N2 líquido e estocados a -80°C. Posteriormente, cada amostra foi 
descongelada num recipiente com 10 mL deste mesmo meio de isolamento, mantido em 
banho de gelo e os tecidos foram cortados em pequenos pedaços. Os fragmentos foram 
homogeneizados manualmente em homogeneizador tipo Dounce por aproximadamente dez 
vezes. Ajustou-se a concentração de proteína para 10 - 15 mg × mL-1. 
3.5. Isolamento das frações mitocondriais – Cérebros de dois ou três animais foram 
rapidamente removidos (1 minuto). No isolamento de mitocôndrias de cérebro total foram 
descartados cerebelo e medula. Para o isolamento das mitocôndrias de cérebro total ou das 
sub-regiões cerebrais (cerebelo, córtex e estriado) foi utilizado o método de centrifugação 
diferencial descrito por Rosenthal et al. (1987) com algumas modificações. O tecido 
cerebral foi removido e colocado num recipiente com 10 mL de meio de isolamento 
contendo manitol 225 mM, sacarose 75 mM, EGTA-K+ 1 mM, BSA 0,1% e HEPES-K+ 10 
mM (pH 7,4). Foram cortados em pequenos pedaços e extensivamente lavados. Estes 
fragmentos foram homogeneizados manualmente em homogeneizador tipo Dounce por 
aproximadamente 6 vezes com pistilo frouxo e 8 vezes com o pistilo apertado para 
provocar a lise celular e obtenção de uma suspensão homogênea. A suspensão foi 
centrifugada por 3 min a 2.000 g em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, 
USA) para precipitação de núcleos e resíduos celulares. Após a primeira centrifugação, o 
sobrenadante foi novamente centrifugado por 8 minutos a 12.000 g. O sedimento resultante 
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foi ressuspenso em 20 mL do mesmo meio com adição de 40 μL de digitonina 10% e 
centrifugado durante 10 minutos a 12.000 g. O sobrenadante e o pellet mais externo e 
superior (parte clara) foram descartados e apenas o pellet central (escuro) foi ressuspenso 
em meio de manitol 225 mM, sacarose 75 mM e HEPES-K+ 5 mM pH 7,2 e novamente 
centrifugado a 12.000 g por 10 min. Todas as centrifugações foram realizadas a 4°C. O 
sedimento foi ressuspenso em mesmo meio de reação, ajustando-se a concentração de 
proteína para 30 - 40 mg × mL-1 e mantido em banho de gelo. Foram utilizadas somente 
preparações que apresentaram coeficiente de controle respiratório (CR) acima de 5,0, 
utilizando malato 5 mM e glutamato 5 mM como substratos.  
Nos isolamentos das mitocôndrias de fígado e rim foram utilizados o método de 
centrifugação diferencial de Schneider e Hogeboom (1951) com algumas modificações. 
Fígado e rins foram imediatamente retirados, imersos em 10 mL de solução de sacarose 250 
mM, EGTA-K+ 0,5 mM e HEPES-K+ 10 mM pH 7,2, mantidos em banho de gelo. Os 
tecidos foram cortados em pequenos fragmentos, extensivamente lavados e submetidos à 
disrupção física com homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (10 vezes). As suspensões 
foram centrifugadas durante 10 minutos a 800 g em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, 
Palo Alto, CA, USA). Os sobrenadantes resultantes foram ressuspensos em 20 mL do 
mesmo meio com adição de 40 μL de digitonina 10% e centrifugados por 10 minutos a 
6.800 g. Os sedimentos foram ressuspensos em solução de sacarose 250 mM, HEPES-K+ 
10 mM, pH 7,2 e EGTA-K+ 0,3 mM e novamente centrifugados durante 10 minutos a 8.000 
g Todas as centrifugações foram realizadas a 4°C. As frações mitocondriais foram 
ressuspensas na mesma solução isenta de EGTA, obtendo-se uma concentração final de 75 
- 80 mg proteína fígado × mL-1 -1 e 40 mg proteína rim x mL .  
Para o isolamento das mitocôndrias de coração foi utilizado o método de 
centrifugação diferencial descrito por Vercesi et al. (1978), com algumas modificações. 
Dois corações foram rapidamente retirados e colocados em meio contendo manitol 210 
mM, sacarose 75 mM, HEPES-K+ + 10 mM, pH 7,2, EGTA-K  1 mM e BSA 0,1% em banho 
de gelo, onde foram cortados em pequenos pedaços e lavados. Os fragmentos foram 
submetidos à disrupção física, e homogeneizados manualmente 10 vezes com pistilo frouxo 
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e 10 vezes com o pistilo apertado. A suspensão foi centrifugada durante 10 minutos a 800 g 
em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA). O sobrenadante resultante 
foi ressuspenso em 20 mL do mesmo meio com adição de 40 μL de digitonina 10% e 
centrifugado por 10 minutos a 6.000 g. O sedimento foi ressuspenso em meio contendo 
manitol 210 mM, sacarose 75 mM e HEPES-K+ 10 mM pH 7,2 e centrifugado na condição 
anterior. A fração mitocondrial foi ressuspensa na mesma solução numa concentração de 
40 mg proteína x mL-1.  
Mitocôndrias de músculo foram obtidas a partir de músculo esquelético de ratos 
adultos conforme descrito por Tonkonogi e Sahlin (1997), com algumas modificações. 
Após a dissecação, os músculos foram cortados em solução de sacarose 100 mM, KCl 100 
mM, K
 
2HPO  1 mM, EGTA-K+4  0,1 mM, BSA 0,2 % e tampão de Tris-HCl 50 mM, pH 
7,4. Os fragmentos foram homogenizados 3 vezes em Politron (11.000 rpm) por 2 
segundos e por 4 vezes em Potter-Elvehjem. Esta suspensão foi centrifugada durante 10 
minutos a 700 g em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA). O 
sobrenadante resultante foi ressuspenso em 20 mL do mesmo meio com adição de 40 μL de 
digitonina 10% e centrifugado por 10 minutos a 10.000 g. O sedimento foi novamente 
centrifugado por 3 minutos a 6.000 g. A fração mitocondrial final foi ressuspensa em 
solução de sacarose 75 mM, manitol 225 mM, EDTA-K+ 0,1 mM e Tris-HCl 10 mM pH 
7,4 numa concentração de aproximadamente 30 mg proteína x mL-1.  
Nos isolamentos de mitocôndrias de fígado, rim, coração e músculo, com a 
finalidade de estudar o efeito sinérgico entre Ca2+ e 3-NP, acrescentamos 40 μL de 
digitonina 10% em todos os preparos. Esta adição foi realizada para descartarmos uma 
possível interferência da digitonina nos resultados obtidos com mitocôndrias de cérebro.  
3.6. Isolamento de Partícula Submitocondrial Invertida de Fígado – Partículas 
invertidas (SMP) foram obtidas a partir de mitocôndrias isoladas de fígado de acordo com o 
método descrito por Harmon (1982) com algumas modificações. Mitocôndrias de fígado 
congeladas (- 80oC) a 80 mg x mL-1 (4 mL) foram descongeladas, homogeneizadas e 
ressuspendidas em 10 mL de solução contendo sacarose 250 mM e HEPES-K+ 10 mM pH 
7,4. Este volume foi centrifugado por 15 minutos a 27.000 g em rotor Beckman 25.50 JA 
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(Beckman, Palo Alto, CA, USA) e o sedimento mitocondrial foi ressuspenso em meio de 
sacarose 250 mM, HEPES-K+ 10 mM e Na HPO2 4 10 mM, pH 7,4 numa concentração 
aproximada de 30 mg × mL-1. Esta suspensão foi sonicada através de ultra-som com sonda 
de 3 mm a 30% da freqüência máxima, 3 vezes por 30 segundos com intervalos de 1 
minuto em banho de gelo. Posteriormente a suspensão foi centrifugada a 23.500 g por 10 
minutos. O sobrenadante foi ultracentrifugado durante 30 minutos a 44.000 g em rotor 
Beckman 90 Ti (Beckman, Palo Alto, CA, USA). O sedimento foi ressuspenso em meio de 
sacarose 250 mM, HEPES-K+ 10 mM, pH 7,4 e KCl 150 mM e centrifugado duas vezes 
nesta mesma condição. O sedimento foi ressuspenso em meio de sacarose 250 mM e 
HEPES-K+ 10 mM e centrifugado novamente por 10 minutos a 15.000 g. O sobrenadante 
foi centrifugado por 25 minutos a 44.000 g. O pellet final (SMP) foi ressuspenso em 
solução de sacarose 250 mM e HEPES-K+ 20 mM pH 7,4 e mantido em banho de gelo. Os 
preparos de SMP resultaram em mais de 85% de vesículas invertidas. A presença de 
vesículas não-invertidas foi avaliada pelo efeito da adição de citocromo c (5 µM) no 
consumo de O  mantido por NADH (Harmon, 1982). 2
3.7. Determinação de Proteína – As concentrações de proteína dos homogenatos e 
suspensões mitocondriais foram determinadas pelo método de Biureto (Gornall et al., 1949) 
na presença de colato 0,2%. O princípio do método baseia-se na formação de ligações 
peptídicas com íons cúpricos, em meio alcalino, dando origem a um complexo com 
tonalidade violeta, quantificado a 540 nm em espectrofotômetro. A absorbância é 
considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada. 
Uma solução de BSA a 1% foi utilizada como padrão. 
3.8. Medida da atividade da LDH – Para avaliar a atividade enzimática da lactato 
desidrogenase na conversão de piruvato a lactato ou lactato a piruvato em homogenatos de 
cérebro e fígado, quantificou-se a fluorescência emitida pelo NADH. A fluorescência desse 
composto foi monitorada em fluorímetro Hitachi F-4010 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) em 
temperatura controlada de 37ºC e comprimentos de ondas de 366 e 450 nm para excitação e 
emissão, respectivamente. As aberturas de fendas usadas nas reações de consumo e 
produção de NADH foram de 2,5 nm e 5 nm, respectivamente. Os experimentos foram 
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realizados em 2 mL de meio Tris-HCl 50 mM pH 7,4. Após 30 segundos de pré-incubação 
dos homogenatos (~20 µg) com piruvato (0,1 mM) ou lactato (2 mM), a reação foi iniciada 
pela adição de NADH 0,1 mM ou NAD+ 0,8 mM para a conversão de piruvato a lactato ou 
lactato a piruvato, respectivamente. As reações foram paradas após 3 minutos. Diferentes 
concentrações de MMA estiveram presentes desde o período da pré-incubação. As taxas de 
produção ou consumo de NADH foram estimadas entre 10 e 40 segundos após adição de 
NAD+ ou NADH, respectivamente.  
3.9. Medida da atividade da Succinato Desidrogenase (SDH) – A determinação da 
atividade da SDH foi determinada pelo método de Singer (1974), utilizando-se 2,6-
diclorofenolindolfenol (DCPIP) e fenazina metassulfato (PMS) como receptores artificiais 
de elétrons. O sistema foi monitorado colorimetricamente a 600 nm, em temperatura 
controlada de 37ºC. Os experimentos foram realizados em volume final de 1 mL 
constituído de Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, succinato-Na+ 1 mM, antimicina A 1 µM, KCN 1 
mM, Triton X-100 1 %, PMS 1 mM e DCPIP 80 µM.  
Para os experimentos da Figura 14, após 10 minutos de pré-incubação da 
suspensão mitocondrial com succinato (1 mM), metade da alíquota foi retirada (0,2 mg × 
mL-1), os reagentes necessários foram adicionados e a reação de atividade da SDH foi 
iniciada pelas adições de DCPIP 80 µM e PMS 1 mM. As concentrações de MMA ou MA 
estiveram presentes desde o período da pré-incubação. As reações foram paradas após 5 
minutos e as taxas da atividade da SDH foram estimadas entre 100 e 200 segundos após as 
adições de DCPIP e PMS.  
3.10. Medida do consumo de oxigênio – O consumo de O2 em suspensões de mitocôndrias 
isoladas e SMP foi monitorado polarograficamente utilizando-se um eletrodo tipo Clark 
marca Hansatech com o uso do programa ao software OXIGRAPH V 1.10 (Hansatech 
Instruments Ldt England). Considerou-se que a solubilidade do O2 em água é 200 µmoles × 
L-1, a 37°C e 1 atm (Robinson e Cooper, 1970). As suspensões foram adicionadas ao meio 
de reação contendo KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM pH 7,2, K HPO  2 mM, MgCl2 4 2 1 mM 
e EGTA 200 µM e mantidas em câmara de vidro fechada (1 mL), termostatizada a 37°C e 
sob agitação constante. A qualidade das mitocôndrias (CR) foi testada pelo cálculo da razão 
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entre as velocidades de consumo de O2 nos estados de fosforilação oxidativa (V3) e 
repouso (V4). A suspensão mitocondrial foi considerada adequada para o uso quando esta 
razão foi superior a 5,0 utilizando malato 5 mM e glutamato 5 mM como substratos. 
3.11.  Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial (ΔΨ) – O ΔΨ foi monitorado 
através da medida das alterações de fluorescência da safranina O na suspensão 
mitocondrial (Åkerman e Wikström, 1976). A safranina O é um cátion lipofílico que é 
acumulado por mitocôndrias em quantidades proporcionais ao potencial de membrana. O 
acúmulo da safranina no microambiente mitocondrial promove uma diminuição da 
fluorescência global da suspensão. As mitocôndrias foram adicionadas ao meio de reação 
a 37°C contendo KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K HPO  2 mM, MgCl2 4 2 1 mM, EGTA 
30 µM, pH 7,2, safranina O 5 µM e succinato 5 mM. O desacoplador FCCP (1 µM) foi 
utilizado para despolarizar a membrana mitocondrial interna. A análise foi realizada em 
espectrofotômetro de fluorescência F-4500 (Hitachi Ltd, Tóquio, Japão) operando nos 
comprimentos de onda de 495 nm (excitação) e 586 nm (emissão) com aberturas de fendas 
de 5 nm.  
3.12. Medida de inchamento mitocondrial – Mudanças no espalhamento de luz da 
suspensão mitocondrial devido à entrada de íons K+ e o conseqüente inchamento das 
mitocôndrias (0,4 mg de proteína × mL-1) foram acompanhados durante 20 minutos em um 
fluorímetro Hitachi 4010 com temperatura controlada de 37°C em comprimentos de onda 
de excitação e emissão 540 nm, sob agitação constante (Beavis et al., 1985). O experimento 
foi finalizado pela adição de alameticina (40 µg × mg de proteína-1) para induzir o máximo 
inchamento em toda a população mitocondrial.  
3.13. Análise estatística – As análises estatísticas foram determinadas utilizando-se o 
software OriginPro 7.5. Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos 
valores ± desvio ou erro padrão da média (média ± d.p. ou média ± e.p.m., 
respectivamente), submetidos à análise de variância (ANOVA) seguido pelo pós-teste de 
Tukey para comparações múltiplas e teste t de Student quando apenas um parâmetro foi 
comparado entre dois grupos. Todas as figuras apresentadas nos resultados são 
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representativas de pelo menos quatro experimentos independentes. p < 0,05 e p < 0,01 































4.1. Parte A: Efeito in vitro de Metilmalonato (MMA) na Atividade da Lactato 
Desidrogenase (LDH).  
A MMAemia é caracterizada por dano tecidual generalizado com efeitos no 
cérebro, possivelmente pelo acúmulo de altos níveis de MMA ou pela grande dependência 
do metabolismo aeróbico neste tecido (Wajner e Coelho, 1997). No entanto, as 
concentrações de MMA acumuladas nos tecidos e fluidos corpóreos não explicam a 
acidemia observada em pacientes (Fenton et al., 2001), sugerindo o envolvimento de outros 
processos metabólicos nesta alteração.  
A enzima LDH catalisa a conversão de piruvato, um produto da glicólise, a 
lactato. Num estudo recente (Maciel et al., 2004), utilizando avaliações da atividade desta 
enzima como marcador de morte celular em microfatias de cérebro expostos ao MMA, 
nosso grupo obteve a primeira evidência da inibição da LDH pelo MMA. A partir destes 
resultados e devido à importância da LDH no metabolismo celular, na primeira parte desta 
tese investigou-se o efeito do MMA na atividade enzimática da LDH. Para esta análise, 
foram avaliadas tanto a conversão de piruvato a lactato como a conversão de lactato a 
piruvato catalisada pela LDH em homogenatos de cérebro e fígado de ratos.  
Na figura 7 observou-se o efeito in vitro do MMA, em concentrações variando de 
5 a 50 mM, na conversão de piruvato a lactato pela enzima LDH em homogenatos de 
cérebro (Painéis A e B) e fígado de ratos adultos (Painéis C e D). Os Painéis A e C 
mostram traçados representativos da atividade da LDH na conversão de piruvato a lactato 
em homogenatos de cérebro e fígado, respectivamente.  
Para avaliar a conversão de piruvato a lactato pela enzima LDH os experimentos 
foram realizados a 37oC em cubeta sob agitação magnética constante, em meio de reação 
de Tris-HCl 50 mM pH 7,4, contendo piruvato-Na+ 0,1 mM e diferentes concentrações de 
MMA, como indicado nos painéis. As reações foram iniciadas pela adição de NADH 0,1 
mM após 30 segundos de pré-incubação dos homogenatos (40 µg de proteína) em 2 mL de 
meio de reação e foram interrompidas após 3 minutos.  
As atividades enzimáticas da conversão de piruvato a lactato pela LDH foram 0,97 





respectivamente. O MMA inibiu significativamente a atividade desta enzima, de forma 
dose dependente, com IC50 de 23,3 ± 0,6 mM e 20,8 ± 2,9 mM para homogenatos de 


































































































































Figura 7 – Efeito de metilmalonato (MMA) na conversão de piruvato a lactato 
catalisada pela lactato desidrogenase (LDH). Homogenatos -1(20 µg × mL ) de cérebro 
(Painéis A e B) e fígado de rato (Painéis C e D) foram adicionados ao meio de reação a 
37oC contendo Tris-HCl 50 mM pH 7,4, piruvato 0,1 mM e diferentes concentrações de 
MMA (5 - 50 mM). As reações foram iniciadas pela adição de NADH 0,1 mM. Painéis A 
e C: traçados representativos da conversão de piruvato a lactato medido pela oxidação de 
NADH em homogenatos na ausência (controle) e presença de 25 mM MMA. Valores são 
média ± d.p. de 3-5 experimentos realizados em duplicata. **p<0,01; teste ANOVA 




 Para avaliar a reação de conversão de lactato a piruvato catalisada pela enzima 
LDH, os experimentos também foram conduzidos a 37oC sob agitação magnética 
constante, em meio de reação de Tris-HCl 50 mM pH 7,4, contendo lactato 2 mM, e 
diferentes concentrações de MMA (0 - 25 mM), como indicado nas figuras. As reações 
foram iniciadas pela adição de NAD+ 0,8 mM após 30 segundos de pré-incubação do 
homogenato (40 µg de proteína) em 2 mL de meio de reação e paradas após 3 minutos 
(Figura 8). A concentração de lactato usada nestes experimentos foi semelhante à 
encontrada em condições fisiológicas (sangue venoso: 0,6 - 2,2 mmol × L-1, sangue arterial: 
0,3 - 0,8 mmol × L-1) (Lehmann e Henry, 2001).  
A atividade enzimática da lactato desidrogenase na conversão de lactato a piruvato 
em homogenatos de cérebro (Painéis A e B) e fígado (Painéis C e D) foi 0,18 ± 0,03 e 0,26 
± 0,03 mM NADH × min-1 -1 × mg , respectivamente. A reação de conversão de lactato a 
piruvato foi inibida na presença de concentrações mais baixas de MMA, com IC50 de 4,6 ± 

























































































































































Figura 8 – Efeito de MMA na conversão de lactato a piruvato catalisada pela LDH. 
Homogenatos -1(20 µg × mL ) de cérebro (Painéis A e B) e fígado de rato (Painéis C e D) 
foram adicionados ao meio de reação a 37oC contendo Tris-HCl 50 mM pH 7,4, lactato 2 
mM e diferentes concentrações de MMA (2,5 - 25 mM). As reações foram iniciadas pela 
adição de NAD+ 0,8 mM ao meio de reação. Painéis A e C: traçados representativos da 
conversão de lactato a piruvato medida pela redução de NAD+ em homogenatos na 
ausência (controle) e presença de MMA 5 mM. Os valores representam a média ± d.p. de 






É interessante notar que o valor de IC50 de MMA para a reação de conversão de 
lactato a piruvato (4,6 ± 0,39 mM; Figura 8B) foi aproximadamente 5 vezes menor que a 
reação de conversão de piruvato a lactato (23,3 ± 0,6 mM; Figura 7B) catalisada por LDH 
em homogenato de cérebro. Desta forma, com a finalidade de caracterizar melhor o efeito 
inibitório do MMA na atividade da LDH in vitro na reação de conversão de lactato a 
piruvato em homogenato de cérebro, foram conduzidos experimentos de cinética 
enzimática (Figura 9).  
O aumento da concentração de lactato reduz a inibição da LDH pelo MMA 
(Figura 9), provavelmente pela saturação do sítio de ligação do substrato na enzima, 
formando um gráfico de reciprocidade dupla, que indica que o MMA inibe a LDH 
competitivamente com o lactato. O valor de Ki encontrado (3,02 ± 0,59 mM) está dentro da 
mesma faixa de concentração plasmática de MMA observada em pacientes com acidemia 
metilmalônica durante as crises metabólicas (Fenton et al., 2001). O Km para o substrato 
lactato nessas condições experimentais (1,79 ± 0,32 mM) também está na faixa de 
concentração de lactato observado em sangue venoso em condições fisiológicas. Esses 
resultados indicam que o MMA pode ser um relevante inibidor competitivo da conversão 











Figura 9 – Caracterização do efeito inibitório in vitro do MMA na atividade da LDH 
de cérebro em converter lactato a piruvato. Gráfico de reciprocidade dupla 


















 1.2 0.8 -0.4  0.40-0.8
+ × 
min-1 -1 -1 × mg ) em homogenato de cérebro de rato (20 µg × mL ). Os valores representam a 
média ± d.p. de 4-5 experimentos em duplicata. (○) controle (sem inibidor); (●) 1 mM; (■) 





4.2. Parte B: Efeito de MMA na oxidação de substratos respiratórios por 
mitocôndrias isoladas.  
Na segunda parte dos resultados desta tese, caracterizou-se o efeito do MMA nos 
diferentes componentes da cadeia respiratória de mitocôndrias isoladas de cérebro. Dados 
da literatura indicam que na acidemia metilmalônica ocorre uma “isquemia metabólica”, 
com menor transporte de elétrons na cadeia respiratória e conseqüentemente inibição da 
respiração mitocondrial e da fosforilação oxidativa (McLaughlin et al., 1998; Toyoshima et 
al., 1995; Wajner et al., 1992). 
Inicialmente foi monitorado o efeito de concentrações crescentes de MMA (1 - 10 
mM) no consumo de oxigênio (O2) in vitro por mitocôndrias isoladas de cérebro de rato na 
presença de substratos para os complexos I, II e IV da cadeia respiratória (Figura 10). O 
consumo de oxigênio mitocondrial foi acompanhado no “estado respiratório 3” (Chance et 
al., 1955), isto é, durante a fosforilação de ADP, quando ocorre um estímulo da respiração 
mitocondrial.  
Confirmando resultados prévios de nosso grupo (Maciel et al., 2004), a velocidade 
de consumo de oxigênio na presença de succinato como doador de elétrons para o 
complexo II apresentou inibição significativa por MMA de modo dose-dependente (Figura 
10, Painel A). No entanto, o MMA não apresentou efeito inibitório na respiração quando 
utilizados substratos doadores de elétrons para complexo I (malato, glutamato, piruvato e 
α-cetoglutarato) ou para o complexo IV (TMPD/ascorbato) (Painel A). Rotenona e 
antimicina A foram utilizados onde indicado para se obter inibição dos complexos 
respiratórios I e III, respectivamente. Os traçados representativos da respiração mostram 
que a inibição da respiração mitocondrial por MMA durante a oxidação do succinato é 
constante e dose dependente (Painel B).  
As velocidades absolutas de consumo de O2 em mitocôndrias isoladas de cérebro 
na oxidação de substratos para complexo I, II e IV foram 56,90 ± 4,37; 70,38 ± 4,05 e 
25,68 ± 2,82 nmol O -1 -1  × min  × mg2 proteína, respectivamente. Utilizando 





na presença de succinato. Isto provavelmente deve-se à acessibilidade limitada do 
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   1 mM
Figura 10 – Efeito de MMA no consumo de oxigênio mitocondrial. Mitocôndrias 
isoladas de cérebro de rato (Mt; 0,5 mg × mL-1) foram incubadas em meio de reação a 
37oC (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 200 µM, 
ADP 800 µM, pH 7,2) contendo substratos para o complexo respiratório I [malato, 
glutamato, piruvato e α-cetoglutarato (Mal + Glut + Pyr + α-KG); 1,25 mM cada], 
succinato 5 mM + rotenona 2 µM (Succ + Rot) ou TMPD 200 µM/ascorbato 1 mM + 
antimicina A 1 µM (TMPD/Asc + AA) na presença de diferentes concentrações de MMA 
(0 - 10 mM). Rotenona e antimicina A foram usadas para inibição dos complexos I e III, 
respectivamente. Painel A: Valores de consumo de oxigênio mitocondrial em porcentagem 
do respectivo controle. Painel B: Figura representativa do efeito inibitório de MMA na 
respiração mantida por succinato. Os dados no Painel A representam a média ± e.p.m. de 5 
experimentos independentes realizados em duplicata. *p<0,01; teste ANOVA comparado 
ao controle.  
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 Kolker et al. (2003) não observaram efeito inibitório significativo de MMA (1 
mM) na respiração por mitocôndrias de músculo esquelético de camundongo na presença 
de succinato. Para verificar se realmente o MMA não inibia a respiração mitocondrial 
mantida por succinato em tecido muscular, foram realizados experimentos com 
mitocôndrias isoladas de músculo esquelético de rato sob as mesmas condições 
experimentais aplicadas às mitocôndrias isoladas de cérebro. De fato, quando se testou 1 
mM de MMA na respiração de mitocôndrias de músculo mantida por succinato, verificou-
se apenas uma tendência à inibição da respiração (Figura 11). Entretanto, quando 
adicionamos MMA em concentrações mais altas (2 - 10 mM), uma inibição significativa e 
dose-dependente foi observada. Estes resultados indicam que o efeito inibitório do MMA 
na respiração mitocondrial mantida por succinato não é restrito ao cérebro (Figura 10; 
Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006) e fígado (Toyoshima et al., 1995), ocorrendo 







































































Figura 11 – Efeito de MMA na respiração mantida por succinato em mitocôndrias 
isoladas de músculo. Mitocôndrias isoladas de músculo esquelético de rato (0,5 mg ×  
mL-1) foram incubadas em meio de reação, conforme descrito na legenda da figura 10, na 
presença de succinato 1 mM e rotenona 2 µM. Medidas do consumo de oxigênio 
mitocondrial foram feitas em situação controle e na presença de diferentes concentrações 
de MMA (1 - 10 mM). Os valores representam a média ± e.p.m. de 5 experimentos 







Há controvérsias na literatura quanto ao efeito do MMA no metabolismo oxidativo 
mitocondrial. Alguns trabalhos indicaram que o MMA atua como inibidor competitivo da 
succinato desidrogenase (SDH) em homogenatos de cérebro e mitocôndrias isoladas de 
fígado de rato, provavelmente pela semelhança estrutural com o succinato (Dutra et al 
1993; Toyoshima et al 1995) e malonato (MA), um inibidor clássico da SDH (Devlin, 
2003). Entretanto, publicações recentes mostraram que MMA em concentrações 
milimolares não inibiu a atividade de SDH em partículas submitocondriais de coração 
bovino (Okun et al., 2002; Kolker et al., 2003). Por outro lado, o MA em concentrações 
micromolares, foi um inibidor potente desta enzima (Okun et al., 2002; Kolker et al., 2003). 
Estes dados da literatura, juntamente com os achados prévios do nosso laboratório (Maciel 
et al., 2004) e os presentes resultados, sugerem que o efeito inibitório de MMA na 
respiração mitocondrial poderia ser causado pela inibição no transporte mitocondrial de 
succinato através do carreador de dicarboxilatos. De fato, Halperin et al. (1971) 
descreveram que o MMA é um importante inibidor do transporte de malato por este 
transportador em mitocôndrias. Para testar tal hipótese, inicialmente foi monitorado o efeito 
de MMA no consumo de oxigênio mantido por succinato em situações em que não há o 
transporte desse substrato para a mitocôndria. Para isto, foram utilizados mitocôndrias de 
cérebros permeabilizadas não seletivamente por alameticina, um antibiótico que promove a 
formação de poros não seletivos na membrana mitocondrial interna (He et al., 1996). MA, 
MMA ou butilmalnato (BtMA), um inibidor conhecido do carreador de dicarboxilatos 
(Robinson e Chappel, 1967), foram usados em concentrações necessárias para assegurar 
aproximadamente 50% de inibição da respiração mitocondrial das organelas intactas na 
presença de succinato 2 mM (Figura 12, barras brancas). Quando as mesmas 
concentrações de MA, MMA e BtMA foram usadas na presença de alameticina, a 
suspensão mitocondrial tratada com MA apresentou uma inibição similar do consumo de 
oxigênio apresentada por mitocôndrias intactas, entretanto o MMA e BtMA perderam a 
maior parte do efeito inibitório (Figura 12, barras em cinza). Este resultado sugere que o 
MMA inibe o transporte mitocondrial de succinato, resultando em inibição da respiração 
















































Figura 12 – Efeito de MA, MMA e BtMA na respiração de mitocôndrias intactas ou 
permeabilizadas com alameticina. Mitocôndrias isoladas de cérebro de rato (0,5 mg × 
mL-1) foram incubadas em meio de reação conforme descrito na legenda da figura 10, na 
presença de succinato 2 mM, rotenona 2 µM, citocromo c 5 µM e ADP 800 µM. O 
consumo de oxigênio mitocondrial foi medido na presença de MA 70 µM, MMA 7 mM ou 
BtMA 1,5 mM. Onde indicado, alameticina (40 µg × mg proteína-1) esteve presente. Os 
valores representam a média ± e.p.m. de 5 experimentos independentes realizados em 
duplicata. *p<0,01, teste ANOVA comparado ao controle.  
 
 
Avaliou-se também a atividade enzimática da SDH para verificar a possibilidade 
do MMA inibir esta enzima. Foram utilizados mitocôndrias isoladas de cérebros 
permeabilizada com o detergente Triton X-100 1% sob condições experimentais 
semelhantes à da Figura 12. Observou-se que, enquanto MA inibiu aproximadamente 50% 
da atividade enzimática da SDH, MMA ou BtMA, em concentrações milimolares, não 







 Tabela I  
Efeito de malonato, metilmalonato e butilmalonato na atividade da succinato 
desidrogenase.  
Atividade SDH   
Condições (% do controle)  
Malonato (MA) 53,1 ± 3,4 (*) 
Metilmalonato (MMA) 94,5 ± 6,0 
Butilmalonato (BtMA) 93,0 ± 6,8 
 
Atividade da SDH em mitocôndrias isoladas de cérebro foi determinada conforme descrito 
em Materiais e Métodos sob condições controle ou na presença de MA 70 µM, MMA 7 
mM ou BtMA 1,5 mM. Sob condições controle, a atividade da SDH foi 81,9 ± 5,5 nmol de 
DCPIP reduzido × min-1 -1× mg  de proteína. Os valores representam a média ± e.p.m. de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente do 






O segundo protocolo experimental utilizado para se comprovar que o MMA não 
inibe a SDH, mas inibe a respiração mitocondrial por agir no transporte de succinato 
através da membrana mitocondrial, foi realizado com a utilização de uma suspensão rica 
em partículas submitocondriais invertidas. Esse experimento foi realizado sob as mesmas 
condições dos experimentos com mitocôndrias isoladas. Medimos o consumo de oxigênio 
por estas partículas na presença de MA 70 µM ou MMA 7 mM (Figura 13). Apenas um 
pequeno efeito inibitório da respiração de partículas submitocondriais foi observado na 
presença de MMA em concentração milimolar, enquanto o MA, em concentração 
micromolar, resultou em inibição de aproximadamente 50% do consumo de oxigênio 
mantido por succinato.  
 































Figura 13 - Efeito de MA e MMA no consumo de oxigênio por partículas 
submitocondriais. Partículas submitocondriais de fígado de rato (SMP; 0,1 mg × mL-1) 
foram incubadas em meio de reação conforme descrito na legenda da figura 10, contendo 
succinato 1 mM, em condição controle ou na presença de MA 70 µM ou MMA 7 mM. 






 Uma explicação para os resultados obtidos poderia ser que o MMA gerasse MA 
dentro da matriz mitocondrial, e que este MA produzido pudesse então inibir a SDH. Para 
verificar essa possibilidade, conduziu-se os experimentos mostrados na Figura 14. Nestes 
experimentos, utilizou-se mitocôndrias de fígado porque as medidas de atividade de SDH 
foram mais reprodutíveis do que quando realizadas com organelas de cérebro nestas 
mesmas condições (resultados não mostrados). Em mitocôndrias intactas de fígado, 
verificou-se que MA 70 µM ou MMA 7 mM levaram a uma diminuição do consumo de 
oxigênio de aproximadamente 50% (Painel A). Amostras destas mitocôndrias intactas, 
após serem incubadas por 10 minutos na presença de MMA ou MA, foram coletadas e 
tratadas com o detergente Triton X-100, com a finalidade de permeabilizar a membrana 
mitocondrial e detectar o efeito na SDH de qualquer metabólito gerado a partir do MMA e 
acumulado na matriz. A atividade da SDH foi medida conforme descrito em Materiais e 
Métodos. Amostras pré-incubadas na presença de MA mostraram uma inibição da atividade 
de SDH, indicando que a inibição desta enzima induzida pelo MA poderia ser prontamente 
detectada sob estas condições após permeabilização das mitocôndrias (Figura 14, Painel 
B). A concentração mínima de MA presente durante o período de pré-incubação que 
resultou num efeito inibitório significativo da atividade da SDH foi 10 µM, indicando que 
este ensaio é um método sensível para detectar a presença de MA na suspensão. Por outro 
lado, amostras pré-incubadas com MMA 7 mM não mostraram inibição da atividade de 
SDH após a suspensão mitocondrial ser permeabilizada com detergente. Este resultado 
indica claramente que nenhuma quantidade de MA (≥10 µM) ou de outro metabólito de 





























































































Figura 14 – Efeito da pré-incubação com MA e MMA na atividade da SDH de 
mitocôndrias.  Painel A: Consumo de O2 por mitocôndrias isoladas de fígado de rato (0,4 
mg × mL-1) incubadas em meio de reação (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 2 
mM, MgCl
 
2 1 mM, EGTA 200 µM, ADP 800 µM, pH 7,2) a 37oC  na presença de 
succinato 1 mM, rotenona 2 µM, MMA 7 mM ou MA 70 µM. Painel B: Atividade da 
SDH (nmol de DCPIP reduzido × min-1 -1 × mg  proteína), após 10 min de incubação nas 
condições citadas no Painel A. Após o período de pré-incubação, 1% Triton X-100 e os 
reagentes para a determinação da atividade da SDH (descrita em Materiais e Métodos) 
foram adicionados à suspensão mitocondrial em meio de reação contendo Tris-HCl 50 
mM, pH 7,4, a 37°C. A atividade da SDH nas condições controle foi 90,6 ± 5,9 nmol de 
DCPIP reduzido × min-1 -1 × mg  de proteína. Os valores representam a média ± e.p.m. de 4 






4.3. Parte C: Caracterização da Transição de Permeabilidade Mitocondrial (MPT) 
induzida pelo inibidor da succinato desidrogenase 3-nitropropionato. 
A administração sistêmica ou intracerebral de 3-nitropropionato (3-NP), um 
inibidor seletivo e irreversível do complexo II (succinato desidrogenase) da cadeia 
respiratória mitocondrial, resulta em lesão estriatal e morte neuronal em ratos similares às 
observadas na doença de Huntington (Beal et al., 1993; Brouillet et al., 1995; Lin e Beal, 
2006). As lesões observadas estão associadas à inibição da fosforilação oxidativa e 
ocorrência de estresse oxidativo (Beal, 2005). Baseados nestas evidências, investigou-se o 
efeito do 3-NP na integridade da membrana mitocondrial interna, assim como o papel de 
íons Ca2+ neste processo. 
Para estudar o efeito sistêmico do 3-NP na atividade da SDH, utilizou-se 
homogenatos de diferentes tecidos de ratos após tratamento com 3-NP. Os animais 
receberam uma única dose intraperitonial de salina ou 3-NP (30 mg × kg-1 animal) e, após 
24 h, estes foram sacrificados por deslocamento cervical. A atividade da enzima foi 
determinada em homogenatos de diferentes tecidos, na presença do detergente Triton X-
100, como descrito em Materiais e Métodos. Na figura 15 (Painel A) observou-se que a 
atividade da SDH nos homogenatos de córtex, estriado, cerebelo, fígado, coração e rim dos 
animais tratados com 3-NP apresentaram inibição em torno de 50% da atividade em relação 
aos animais controles (tratados com salina). Apesar dos tecidos apresentarem diferentes 
atividades de SDH, observou-se que não há diferenças entre as inibições da enzima nos 




























































































Figura 15 - Inibição da atividade da SDH após tratamento in vivo com ácido 3-
nitropropiônico (3-NP). Homogenatos (200 µg × mL-1) de córtex, estriado, cerebelo, 
fígado, coração e rim obtidos de ratos tratados com salina ou 3-NP (25 mg × kg-1 animal, 
i.p.) foram adicionados ao meio de reação a 37°C contendo Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), 
Triton X-100 1% e os reagentes necessários para a dosagem da atividade da SDH, 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Painel A: Inibição da atividade da SDH (μmol 
DCPIP × min-1 -1  × mg proteína). Painel B: Atividade relativa da enzima comparada ao 
controle. Os valores representam a média ± e.p.m. de 4 experimentos independentes 







Uma vez que se observou que ocorre inibição da SHD pelo tratamento in vivo com 
3-NP, avaliou-se a habilidade de mitocôndrias isoladas de cérebro de ratos tratados com 3-
NP em acumular Ca2+ e reter o potencial elétrico transmembrânico (Δψ) comparadas aos 
animais controle. O efeito deste tratamento no Δψ está representado na Figura 16. Foi 
utilizado o marcador lipofílico e catiônico safranina (5 µM) que entra nas mitocôndrias em 
resposta ao potencial elétrico formado (Åkerman e Wikström, 1976). Quando as 
mitocôndrias isoladas de cérebro de rato foram adicionadas ao meio de reação padrão a 
37oC contendo succinato 5 mM e safranina, ocorreu uma rápida deflexão do traçado, 
compatível com a captação de safranina e formação do potencial de membrana. As 
mitocôndrias isoladas dos ratos controles (linha a) e tratados com 3-NP (linha b) foram 
capazes de manter o Δψ por aproximadamente 20 minutos, mostrando que apenas a 
inibição parcial da SDH não foi capaz de resultar em queda do potencial transmembrânico 
mitocondrial. Por outro lado, a adição de Ca2+ 25 µM promoveu uma queda do Δψ mais 
rápida nas mitocôndrias de animais tratados (linha d) do que em mitocôndrias de animais 
controles (linha c). A dissipação de Δψ na presença de Ca2+ é causada pela 
permeabilização da membrana mitocondrial interna (Kowaltowski et al., 2001). A adição de 
1 µM do desacoplador carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP), conforme 


















   













2+Figura 16 - Queda do potencial transmembrânico induzido pela adição de Ca  a 
mitocôndrias de cérebro de animais tratados com 3-NP. Mitocôndrias isoladas de 
cérebro de rato (BM; 0,4 mg × mL-1) de animais tratados com 3-NP (25 mg × kg-1 animal, 
i.p.) (linha a) ou controles (linha b) foram adicionadas ao meio de reação (KCl 130 mM, 
HEPES-K+ 10 mM, K HPO 2 mM, MgCl2 4 2 1 mM, EGTA 30 µM e succinato 5 mM, pH 
7,2), a 37oC, contendo safranina 5 µM. Onde está indicado pela seta foi adicionado 25 µM 
CaCl2 às mitocôndrias de animais controles (linha c) e de animais tratados (linha d). 
FCCP 1 µM foi adicionado onde indicado. Figura representativa de 4 experimentos feitos 






Com a finalidade de caracterizar nas mesmas condições experimentais a inibição 
do complexo II in vitro por 3-NP, determinou-se o efeito de diferentes concentrações deste 
inibidor na respiração de mitocôndrias isoladas de cérebro (Figura 17). Verificou-se que 
50, 150, 300, 450, 600, 1200 e 1600 µM de 3-NP inibiram em aproximadamente 10, 20, 30, 
40, 50, 60 e 70% a respiração mitocondrial no estado 3 (durante a fosforilação de ADP), 
situação em que a velocidade de respiração está próxima da máxima. Acima de 2 mM de 3-
NP, observou-se uma inibição maior que 80% da respiração mitocondrial. O IC50 obtido 
para 3-NP foi de 898 ± 110 µM.  
 
 































Figura 17 – Inibição do complexo II da cadeia respiratória mitocondrial na presença 
de 3-NP -1. Mitocôndrias isoladas de cérebro de rato (0,4 mg × mL ) foram adicionadas ao 
meio de reação a 37oC contendo KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, pH 7,2, K2HPO4 2 mM, 
MgCl2 1 mM, EGTA  200 µM, succinato 5 mM e ADP 800 µM na presença de diferentes 
concentrações de 3-NP (50, 150, 300, 450, 600, 1200, 1600, 2000, 3000, 4000 e 6000 µM). 
Após a adição da mitocôndria, o tempo considerado para estimar a inibição do consumo de 





 Com o intuito de testar o efeito da inibição in vitro do complexo II na 
suscetibilidade à transição de permeabilidade mitocondrial, monitorou-se a queda do Δψ e 
o inchamento mitocondrial induzidos por Ca2+ na presença de diferentes concentrações de 
3-NP. Os resultados da Figura 18 mostram que a ausência (linha a) ou adição de Ca2+ 40 
µM (linha b) não alteraram significativamente o Δψ. O mesmo foi observado na presença 
apenas de 3-NP 1200 µM (linha c), concentração que inibe aproximadamente 70% da 
respiração mitocondrial. Por outro lado, verificou-se queda do Δψ mitocondrial induzida 
pela adição de Ca2+ na presença de concentrações crescentes de 3-NP de forma dose-
dependente (Painel A, linhas e - i). Constatou-se que 10% de inibição da velocidade 
máxima de respiração por 3-NP (50 2+µM), já resultou em maior sensibilidade ao Ca  (40 
µM) à perda do potencial (linha e). Notadamente, a acentuada queda do Δψ, provocada por 
3-NP 1200 
 
µM e Ca2+ 40 µM, foi prevenida pela presença concomitante de CsA, ATP e 
oligomicina (linha d), potentes inibidores da transição de permeabilidade mitocondrial 
(MPT) em cérebro (Connern e Halestrap, 1994; Leventhal et al., 2000; Maciel et al., 2003). 
Isso indica que essa queda do Δψ não foi provocada somente pela inibição da respiração. 
Esses resultados sugerem que o 3-NP é um potencializador da MPT induzida por Ca2+, num 
mecanismo associado à inibição da SDH. 
Uma característica das mitocôndrias que sofrem MPT é a formação de poros não 
seletivos na membrana mitocondrial interna. Estes poros são permeáveis a cátions e ânions 
de até 1,4 kDa (Zoratti e Szabo, 1995), o que resulta em inchamento mitocondrial. Este 
inchamento pode ser monitorado pela diminuição do espalhamento de luz pela suspensão 
mitocondrial no comprimento de onda 540 nm. Desta forma, para confirmar que a queda do 
Δψ estava relacionada à permeabilização da membrana interna devido à MPT, determinou-
se o inchamento mitocondrial (Painel B). Como verificado nas medidas de potencial de 
membrana, na ausência de Ca2+ (linha a) ou na presença isolada de Ca2+ 40 µM (linha b) 
ou 3-NP 1200 μM (linha c), não houve mudanças significativas no espalhamento de luz. 
2+Entretanto, quando Ca  (40 µM) foi adicionado na presença de concentrações crescentes 
de 3-NP, observou-se uma progressiva diminuição no espalhamento de luz, indicando 
inchamento mitocondrial (linhas e - i). Alameticina, que forma poros não seletivos na 
membrana interna (He et al., 1996), foi adicionada no final dos experimentos para resultar 



























   


































   







Figura 18 – Transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) induzida por Ca2+ e 3-
NP em mitocôndrias isoladas de cérebro de rato (BM). Mitocôndrias foram adicionadas 
ao meio de reação descrito na legenda da figura 16. Painel A: Medida do potencial 
transmembrânico. Ao meio de reação foi adicionado safranina 5 µM. Onde indicado 
foram adicionados BM (0,4 mg × mL-1), 3-NP, Ca  e FCCP 1 µM. 2+ Painel B: Medida do 
inchamento mitocondrial. Foram adicionados ao meio de reação, BM (0,4 mg × mL-1), 3-
NP, Ca2+ e alameticina (Alm; 40 µg × mg  proteína). As linhas b representam 
experimentos onde somente Ca 40 µM foi adicionado. As linhas c representam 
experimentos onde somente 3-NP 900 µM foi adicionado, na presença de EGTA 200 µM. 
-1
2+ 
3-NP foi adicionado onde indicado: 50 µM (linhas e), 150 µM (linhas f), 300 µM (linhas 
g), 600 µM (linhas h), 1200 µM (linhas i e d), Ca 40 µM foi adicionado onde indicado 
(linhas b, d – i). A linha d representa o experimento i na presença de CsA 1 µM, ATP 200 
µM e oligomicina 1 µg 
2+ 




Desde os primeiros estudos sobre MPT realizados por Hunter e Haworth (1979), 
ficou constatado que a ausência de fatores endógenos, como os nucleotídeos de adenina e 
Mg , favoreciam a ocorrência deste fenômeno. Enquanto o Mg  compete com o 2+ 2+ 2+Ca  
pelos sítios de ligação na membrana mitocondrial (Kolwaltowski et al., 1998), ADP e ATP 
inibem a MPT por se ligarem ao translocador de nucleotídeos de adenina (Castilho et al., 
1996; Halestrap et al., 1997; Kristian et al., 2002). Com a finalidade de investigar se o 
fenômeno MPT, induzido por 3-NP e Ca2+, também ocorreria na presença de inibidores 
fisiológicos, conduziu-se os experimentos da Figura 19 na presença de Mg  4 mM, ATP 2 
mM e oligomicina 1 µg 
2+
 
× mL  (linha a). Sob estas condições, analisou-se o efeito da 
adição do íon 
-1
2+Ca  na presença ou ausência 3-NP. As mitocôndrias isoladas de cérebro de 
rato foram capazes de acumular e reter Ca2+ 180 µM até o momento da adição do 
protonóforo FCCP (linha c). A adição apenas de 3-NP 600 µM também não alterou o 
potencial de membrana mitocondrial (linha b). Entretanto, a presença concomitante de 3-
NP 2+e Ca  resultou numa queda gradativa do potencial de membrana (linha e), que foi 
prevenida pela presença de CsA. Conclui-se que uma inibição parcial da succinato 
desidrogenase torna as mitocôndrias mais susceptíveis à MPT induzida por Ca2+, mesmo na 


















   













2+Figura 19 – A transição de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca  e 3-NP 
ocorre mesmo na presença de inibidores fisiológicos da transição de permeabilidade 
mitocondrial (MPT). BM (0,4 mg × mL-1) foram adicionadas ao meio de reação descrito 
na legenda da figura 16 contendo MgCl -1 4 mM, ATP 2 mM, oligomicina 1 µg × mL2  e 
safranina 5 µM, na presença de 3-NP 600 µM (linhas b, d, e), CsA 1 µM, ATP 200 µM e 
oligomicina µg × mL-1 (linha e). Onde está indicado pela seta foram adicionados Ca2+ 180 
µM (linhas c - e) e FCCP 1 µM. A linha a representa um experimento controle sem adição 






Após a determinação da sensibilidade à MPT em mitocôndrias isoladas de cérebro 
em relação ao Ca2+ e 3-NP, comparou-se tais resultados com mitocôndrias isoladas de 
fígado, rim e coração de rato para verificar se este fenômeno seria específico para cérebro. 
Inicialmente, incubou-se mitocôndrias de fígado, rim e coração de rato em meio de reação 
padrão (conforme descrito na legenda da Figura 17) e determinou-se as porcentagens de 
inibição da respiração mitocondrial mantida por succinato 5 mM na presença de diferentes 
concentrações 3-NP (resultados não mostrados). Os IC50 encontrados para 3-NP foram: 
fígado: 1.842 ± 183 µM; rim: 2.496 ± 279 µM e coração: 1.021 ± 193 µM. Em 
concentrações de 3-NP próximos a estes valores de IC50, testou-se o seu possível efeito 
sinérgico com Ca2+ em induzir MPT em organelas isoladas de fígado, rim e coração 
(Figura 20, Painéis A, B e C, respectivamente).  
2+As adições apenas de Ca  (linhas a) ou 3-NP (linhas c) isoladamente, não 
interferiram no potencial de membrana mitocondrial, enquanto uma queda do potencial de 
membrana foi verificada na presença de Ca2+ e 3-NP (linhas d), num processo sensível a 






























   




















   



























   








Figura 20 - Transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) induzida por Ca2+ e 3-
NP em mitocôndrias isoladas de diferentes tecidos. Mitocôndrias isoladas de fígado 
(LM; -1 -1; Painel A), rim (KM; 0,5 mg × mL0,5 mg × mL ; Painel B) e coração de rato 
(HM; 0,25 mg × mL-1 o; Painel C) foram adicionadas ao meio de reação a 37 C descrito na 
legenda da figura 16 contendo safranina 5 µM. Onde está indicado pelas setas, foram 
adicionados mitocôndrias, 3-NP 2 mM (Painéis A e B) e 1,2 mM (Painel C) (linhas b - d), 
Ca2+ para obter concentrações livres de 22 a 30 µM (linhas a, b, d) e FCCP 1 µM. As 
linhas b representam experimentos na presença de 3-NP, Ca2+ e CsA 1 µM, ATP 200 µM 




Com a finalidade de se comparar a sensibilidade das mitocôndrias destes tecidos a 
MPT induzida por 3-NP e Ca2+ mediu-se o tempo necessário para que as mitocôndrias 
isoladas a partir de diferentes tecidos perdessem metade da intensidade de fluorescência 
relativa ao potencial de membrana após as adições de 3-NP e Ca2+. Observou-se que as 
mitocôndrias de fígado e rim foram mais resistentes à queda do potencial devido a MPT 






























































Figura 21 – Mitocôndrias de cérebro e coração são mais sensíveis à perda da metade 
do potencial transmembrânico na presença de Ca2+ e 3-NP quando comparadas às 
mitocôndrias de fígado e rim. Comparação do tempo necessário para que as mitocôndrias 
dos diferentes tecidos perdessem metade de intensidade de fluorescência relativa ao 
potencial transmembrânico na presença de Ca2+ para obter concentrações livres de 22 a 30 
µM e de diferentes concentrações de 3-NP para se obter diferentes porcentagens de 
inibição da SDH (10 - 70 %). Os valores representam a média ± e.p.m. de 5 experimentos 





Ao se utilizar a concentração de 3-NP que inibiu 50% da respiração, pôde-se 
constatar que os tempos necessários para que as mitocôndrias de fígado e rim perdessem 
metade do Δψ total foram 20,4 ± 2,3 e 21,0 ± 2,1 minutos, respectivamente. No entanto, as 
mitocôndrias de cérebro e coração tiveram esse processo desencadeado na metade desse 
tempo (8,2 ± 0,9 e 11,7 ± 0,8 minutos, respectivamente).  
A seguir, mitocôndrias isoladas de diferentes regiões cerebrais foram comparadas 
quanto à sensibilidade à MPT induzida por 3-NP e Ca2+.  Mitocôndrias isoladas de 
cerebelo, córtex e estriado de rato foram incubadas em meio de reação padrão (conforme 
descrito na legenda da Figura 17) e foram determinadas as porcentagens de inibições da 
respiração mitocondrial mantida por succinato 5 mM e ADP 800 µM na presença de 
diferentes concentrações 3-NP (resultados não mostrados).  
Foram determinados os IC50 para 3-NP nas três preparações mitocondriais: 
cerebelo: 1.165 ± 86 µM; córtex: 1.178 ± 52 µM e estriado: 1.015 ± 20 µM. Nessas 
concentrações de 3-NP, testou-se o efeito sinérgico deste inibidor da SDH e Ca2+ em 
induzir MPT (Figura 22, Painéis A, B e C). Adições apenas de Ca2+ (linhas b) ou de 3-NP 
(linhas c) não alteraram o potencial de membrana mitocondrial. Entretanto, ao se adicionar  
Ca2+ e 3-NP 900 µM, o potencial foi totalmente dissipado (linhas e). Esta queda do Δψ foi 
prevenida pela presença concomitante de CsA 1 µM, ATP 200 µM e oligomicina 1 µg × 
mL-1 (linhas d). 
Observou-se que as mitocôndrias estriatais são mais susceptíveis à indução da 
MPT quando comparados às mitocôndrias de córtex e estriado (Painel D). Enquanto as 
mitocôndrias de cerebelo e córtex precisaram de 15,7 ± 1,9 e 10,3 ± 0,8 minutos, 
respectivamente, para perderem metade da fluorescência relativa ao Δψ após a adição de 
Ca2+, as mitocôndrias de estriado apresentaram queda do potencial de membrana em apenas 






























   





















   







































































   








Figura 22 – Transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) induzida por Ca2+ e 3-
NP em mitocondrias isoladas de diferentes tecidos cerebrais. Mitocôndrias isoladas 
(BM; -10,4 mg × mL ) de cerebelo (Painel A), córtex (Painel B) e estriado (Painel C) 
foram adicionadas ao meio de reação a 37oC conforme descrito na legenda da figura 10 
contendo safranina 5 µM. Onde indicado foram adicionados BM, 3-NP 900 µM (linhas c - 
e), Ca2+ para obter concentrações livres de 22 a 28 µM (linhas b, d, e) e FCCP 1 µM. As 
linhas d representam experimentos na presença de 3-NP, Ca2+ e CsA 1 µM, ATP 200 µM 
e oligomicina 1 µg × mL-1. As linhas a representam experimentos controle sem adição de 
3-NP e Ca2+. Painel D: comparação entre o tempo (minutos) necessário para que as 
diferentes mitocôndrias perdessem metade da intensidade de fluorescência relativa ao 
potencial transmembrânico na presença de Ca2+ e 3-NP. Os valores representam a média ± 
e.p.m. de 4 experimentos independentes em duplicata. **p<0,01; teste ANOVA 





























Na primeira parte deste trabalho, estudou-se o efeito inibitório do MMA na 
atividade da LDH em homogenatos obtidos a partir de cérebro e fígado de ratos adultos. 
Foram avaliadas as conversões de lactato a piruvato e de piruvato a lactato. Notadamente, 
níveis de MMA, observados durante as crises de descompensação metabólica em pacientes 
com MMAemia, isto é, até 3 mM (Hoffmann et al., 1993; Hoffmann et al., 1994; Fenton et 
al., 2001), inibiram significativamente a conversão de lactato para piruvato catalisada pela 
LDH (Figura 8) e resultaram num menor efeito inibitório sobre a conversão de piruvato a 
lactato (Figura 7). Estes experimentos foram realizados na presença de concentrações 
fisiológicas de lactato ou piruvato.  
Em células de mamíferos, as isoenzimas da LDH são compostas por quatro 
cadeias polipeptídicas, contendo proporções diferentes de dois subtipos de polipeptídeos: a 
cadeia A (também designada M, de músculo em inglês) e a cadeia B (também designado 
por H, de coração) (Kaplan e Everse, 1972). Os polipeptídeos formados pela cadeia A 
predominam em tecidos sujeitos a condições anaeróbicas, como no músculo esquelético 
(isoenzima A4). A cadeia B é predominante em tecidos aeróbios, como no coração 
(isoenzima BB4). A cadeia A parece funcionar principalmente na redução de piruvato por 
NADH a lactato, enquanto a cadeia B é mais adaptada para catalisar a reação reversa. No 
cérebro, observa-se a predominância da isoenzima B4B  em neurônios, enquanto os astrócitos 
possuem tanto as isoenzimas A  como B4 B4 (Bittar et al., 1996). Dessa forma, os 
experimentos feitos com homogenato de cérebro apresentam uma mistura das isoenzimas. 
O fígado apresenta predominantemente a isoenzima A4 (Brooks et al., 1999). Esses 
resultados mostraram que homogenatos de fígado (A4) (Figura 8) e de coração (B4B ) (Saad 
et al., 2006), mas não de músculo (A4) (Saad et al., 2006), apresentam sensibilidade similar 
ao efeito inibitório de MMA na conversão de piruvato a lactato catalisada LDH. Assim, 
conclui-se que não há indicação que as diferentes isoenzimas de LDH apresentam 
diferentes suscetibilidades ao efeito inibitório de MMA.  
Estudos de cinética enzimática, em homogenato de cérebro, indicaram que o 
MMA inibe competitivamente a LDH de cérebro, ao competir pelo sítio catalítico da 
enzima com o substrato lactato (Figura 9). É interessante notar que o valor encontrado de 





pacientes durante as crises metabólicas (Hoffmann et al., 1993; Hoffmann et al., 1994; 
Fenton et al., 2001). O Km encontrado para o lactato sob as nossas condições experimentais 
(1,79 ± 0,32 mM) está na mesma faixa da concentração fisiológica de lactato (sangue 
venoso: 0,6 - 2,2 mmol/L, arterial: 0,3 - 0,8 mmol/L) (Lehmann e Henry, 2001), indicando 
que a enzima LDH não está saturada em relação ao lactato.  
Esses resultados indicam que o MMA é um importante inibidor da conversão de 
lactato a piruvato catalisada pela LDH em situações patológicas. Esta inibição pode 
contribuir para o acúmulo de lactato e inibição da gliconeogênese observada nos pacientes 
com MMAemia (Oberholzer et al., 1967; Worthen et al., 1994; Wajner e Coelho, 1997; 
Fenton et al., 2001), uma vez que o lactato é uma importante fonte de átomos de carbono 
para a síntese da glicose na gliconeogênese. A disfunção mitocondrial devido à MPT 
promovida pelo MMA e Ca2+ (Maciel et al., 2004) pode aumentar o metabolismo 
glicolítico e contribuir para o acúmulo de lactato na MMAemia. Além disso, quando o 
MMA atinge concentrações elevadas no SNC, a inibição da LDH pode prejudicar o uso de 
lactato por neurônios (Gladden, 2004; Pellerin e Magistretti, 1994), comprometendo o 
metabolismo energético neuronal e a transmissão glutamatérgica. Isto poderia ocorrer, pois 
o metabolismo de astrócitos é predominantemente glicolítico, enquanto o de neurônios é 
predominantemente oxidativo. Assim nos astrócitos ocorre produção de lactato, que é 
transportado aos neurônios, onde será um dos principais substratos energéticos (Pellerin e 
Magistretti, 1994; Gladden, 2004).  
Além da inibição da LDH, outras enzimas relacionadas com o metabolismo 
energético também podem ser inibidas por MMA, como a piruvato carboxilase (Oberholzer 
et al., 1967), β-hidroxibutirato desidrogenase (Dutra et al., 1993) e a creatina quinase 
mitocondrial (Schuck et al., 2004). 
Na segunda parte do presente trabalho, investigou-se o efeito inibitório do MMA 
na oxidação mitocondrial de succinato. Em mitocôndrias isoladas intactas de cérebro e 
músculo, concentrações milimolares de MMA inibiram o consumo de O2 mantido por 
succinato (Figuras 10 e 11). Nessas condições experimentais, pudemos verificar que as 





MMA na respiração mitocondrial mantida por succinato e não uma interação progressiva 
deste composto com os componentes mitocondriais ou formação de produtos reativos. 
Estes resultados estão de acordo com estudos prévios da literatura, que mostram um efeito 
inibitório de MMA no consumo de O2 mantido por succinato em mitocôndrias isoladas de 
fígado (Toyoshima et al., 1995) e cérebro (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006). 
Adicionalmente, mostrou-se que não houve inibição da respiração mitocondrial por MMA 
quando utilizou-se substratos para os complexos I ou IV da cadeia respiratória. 
Outra hipótese para explicar o efeito inibitório do MMA sobre a cadeia 
respiratória mitocondrial sugere uma produção intramitochondrial de metabólitos como 
malonato e 2-metilcitrato. Okun et al. (2002) relataram a formação de MA em cultura de 
neurônios estriatais tratados com MMA (10 mmol/L), mas o MA foi detectado apenas em 
concentrações nanomolares e após 2 h de incubação. No entanto, nessas condições 
experimentais, não se observou produção significativa de MA em mitocôndrias isoladas de 
fígado (sensibilidade da análise: ~ 25 nmol/mg proteína), incubadas por 10 min na presença 
de MMA (17,5 µmol/mg proteína) (Figura 14). Com o intuito de confirmar esses 
resultados, em colaboração com o grupo do Prof. Moacir Wajner (Departamento de 
Bioquímica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS), quantificou-se 
a formação de malonato e 2-metilcitrato por cromatografia gasosa/espectrometria de massa, 
na suspensão mitocondrial de cérebro após 10 minutos de incubação com MMA (10 
µmol/mg proteína). Como esperado, a análise revelou a ausência destes ácidos orgânicos 
(sensibilidade da análise: ~ 1 nmol/mg proteína) (Mirandola et al., 2008).  
Em contraste com resultados obtidos sobre o efeito de MMA na oxidação de 
succinato por mitocôndrias intactas, verificou-se apenas um pequeno efeito inibitório de 
MMA na respiração de mitocôndrias permeabilizadas (Figura 12) ou de partículas 
submitocondriais invertidas (Figura 13). Além disso, não se observou qualquer efeito 
inibitório de MMA sobre a atividade da SDH em mitocôndrias permeabilizadas com Triton 
X-100 (Tabela I). Em concordância com esta última observação, Kolker et al. (2003) não 
observaram efeito inibitório de MMA na atividade da SDH em partículas submitocondriais 
e recentes publicações descreveram apenas uma pequena inibição da atividade de SDH em 





2006). Estes resultados sugerem que a inibição por MMA do consumo de O  mantido por 
succinato ocorre mais provavelmente devido à inibição do transporte mitocondrial deste 
substrato. De fato, resultados de nosso grupo indicam que o succinato é transportado pelo 
carreador de dicarboxilatos em mitocôndrias isoladas de cérebro de rato (Mirandola et al., 
2008), como ocorre nas organelas de rins e fígado (Palmieri et al., 1971; Schoolwerth e 
LaNoue, 1985; Rumbach et al., 1989). Em adição, esses resultados identificaram o MMA 
como um potente inibidor do transporte mitocondrial de succinato pelo carreador de 
dicarboxilatos (Mirandola et al., 2008), o que explica a inibição por MMA do consumo de 
O mantido por succinato em organelas isoladas de cérebro (Maciel et al., 2004; 
Kowaltowski et al., 2006; Figura 10) e fígado (Toyoshima et al., 1995). Por outro lado, 
2
2 
mitocôndrias isoladas de músculo apresentam baixa expressão do carreador de 
dicarboxilatos (Fiermonte et al., 1999). Sendo assim, é mais provável que o transporte de 
succinato em mitocôndrias de músculo ocorra via transportador de α-cetoglutarato 
(Palmieri et al., 1972, Sluse et al., 1971) ou através de outros sistemas de transporte, como 
o IMAC (Liu et al., 1996a). O mecanismo pelo qual o MMA inibe o transporte de succinato 
em mitocôndrias isoladas de músculo (Figura 11) ainda é desconhecido, mas 
provavelmente também envolve a competição pela captação mitocondrial de succinato.  
Embora o succinato produzido fora da mitocôndria talvez não seja um importante 
contribuinte para a fosforilação oxidativa, a inibição do carreador de dicarboxilatos 
mitocondrial pelo MMA pode ter importantes implicações fisiopatológicas, resultando em 
inibição da gliconeogênese no fígado e rim, indução de estresse oxidativo mitocondrial e 
em comprometimento do metabolismo energético neuronal e da neurotransmissão 
glutamatérgica, conforme discutido a seguir.  
A inibição do carreador de dicarboxilatos mitocondrial no fígado e rins pelo 
MMA, provavelmente inibe a gliconeogênese. De fato, Halperin et al. (1971) propuseram 
que a inibição do transporte de malato através do carreador de dicarboxilatos mitocondrial 
contribui para a hipoglicemia observada na MMAemia. O malato é o principal substrato 
metabólico transportado pelo carreador de dicarboxilatos (Schoolwerth e LaNoue, 1985), 
enquanto que o transporte de succinato ou oxaloacetato por este carreador é menor ou 





No SNC, onde não ocorre a gliconeogênese, o papel fisiológico do carreador de 
dicarboxilatos mitocondrial é menos entendido, estando provavelmente associado com o 
suprimento de substratos para o ciclo do ácido tricarboxílico, uma vez que intermediários 
deste ciclo são utilizados durante a síntese de glutamato (Hertz, 2004). Em neurônios, não 
ocorre a síntese de novo de intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico, processo que 
requer a atividade da piruvato carboxilase, enzima presente somente em astrócitos (Yu et 
al., 1983). Desta forma, o metabolismo energético neuronal e a neurotransmissão 
glutamatérgica podem ser comprometidos quando o MMA atinge elevadas concentrações 
no SNC.  
Recentemente, um estudo de Morath et al. (2007) sugeriu que a inibição do 
carreador de dicarboxilatos mitocondrial pelo MMA também pode inibir a entrada de GSH 
em mitocôndrias renais (Lash, 2006), promovendo estresse oxidativo e insuficiência renal 
crônica. Isso também pode ocorrer no cérebro, uma vez que estudos in vitro e in vivo têm 
demonstrado que o acúmulo de MMA resulta em estresse oxidativo no cérebro (Fighera et 
al., 1999; Fontella et al., 2000; Malfatti et al., 2003), que é o tecido mais afetado em 
pacientes com MMAemia.  
Conclui-se que os resultados que mostram um efeito inibitório do MMA sobre a 
atividade da SDH (Dutra et al.; 1993; Brusque et al., 2002; Fleck et al., 2004; Pettenuzzo et 
al., 2006) ou sobre consumo de O  mitocondrial mantido por succinato (Toyoshima et al., 
1995; Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006) podem ser explicados por um efeito 
inibitório deste ácido orgânico sobre o transporte de succinato através da membrana e não 
por um efeito direto na atividade da SDH (Okun et al., 2002; Kolker et al., 2003; Mirandola 
et al., 2008).  
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A toxicidade de ácidos orgânicos no SNC foi sugerida há mais de uma década 
(Hoffmann et al., 1993). O MMA foi o primeiro metabólito a ser considerado neurotóxico 
na MMAemia. Inicialmente foi considerado ser tóxico à mitocôndria por apresentar 
similaridades estruturais aos inibidores conhecidos da SDH (complexo II da cadeia 
respiratória): ácido malônico e ácido 3-nitropropiônico (Halperin et al., 1971; Dutra et al., 
1993; Wajner e Coelho, 1997). No entanto, no presente trabalho mostrou-se que o MMA 




parcial do complexo II da cadeia transportadora de elétrons pode estar envolvida na 
fisiopatologia da lesão cardíaca após um evento isquêmico transitório (Chen et al., 2007), 
em alguns casos de encefalopatia na infância (Brière et al., 2005) e na neurodegeneração 
observada em doenças genéticas, como na doença de Huntington (Brouillet et al., 2005) e 
na síndrome de Leigh (Bourgeron et al., 1995). Assim, na terceira parte deste trabalho, 
investigamos o efeito de uma inibição parcial do complexo II da cadeia respiratória na 
indução da disfução mitocondrial por MPT em organelas isoladas de diferentes tecidos de 
ratos adultos. 
Para que se inibisse parcialmente o complexo II da cadeia respiratória 
mitocondrial, utilizou-se o 3-NP, um inibidor não competitivo e irreversível da SDH 
(Ludolph et al., 1991; Brouillet et al., 2005; Huang et al., 2006). Em mitocôndrias isoladas 
de cérebro e coração de rato, os resultados encontrados mostraram que uma pequena 
inibição (10 a 20 %) da respiração por 3-NP foi suficiente para resultar em perda do ΔΨ 
(Figuras 17, 18, 20 e 21) e inchamento mitocondrial (Figura 18), na presença de 
concentrações micromolares de Ca2+. Demonstrou-se que estas alterações mitocondriais 
foram devidas à indução de MPT, pois foram completamente prevenidas por CsA e ADP, 
inibidores desse fenômeno. Uma maior suscetibilidade a MPT induzida por Ca2+ também 
foi observada em mitocôndrias isoladas de cérebro, quando o tratamento com 3-NP foi 
conduzido in vivo (25 mg × kg-1 animal, i.p.) (Figura 16). Em adição, a potencialização 
pelo 3-NP do efeito do Ca2+ na indução da MPT foi observada mesmo na presença de 
concentrações fisiológicas de Mg2+ e ATP, inibidores fisiológicos da MPT (Figura 19). 
Estes resultados indicam que a indução da MPT pode contribuir para a neurodegeneração 
induzida por 3-NP.  
O fato de mitocôndrias de coração serem bastante suscetíveis à MPT, na presença 
de 3-NP, pode estar relacionado ao efeito cardiotóxico observado em camundongos 
tratados com esta toxina (Gabrielson et al., 2001). A toxicidade cardíaca pelo 3-NP também 
pode ser resultado direto da inibição do metabolismo oxidativo, pois este órgão possui 
grande dependência da produção de ATP pela fosforilação oxidativa. Por outro lado, 
mitocôndrias de fígado e rim requeram uma maior inibição da cadeia respiratória 





sensibilidade das mitocôndrias de cérebro e de coração à indução da MPT pela inibição 
parcial do complexo II.  
Utilizando mitocôndrias isoladas de diferentes estruturas cerebrais, observou-se 
que organelas obtidas do corpo estriado foram mais suscetíveis à MPT na presenca de 3-NP 
e Ca2+ que aquelas isoladas de córtex e cerebelo (Figura 22). Este resultado está de acordo 
com o padrão de neurodegeneração observado em roedores tratados com 3-NP, onde as 
estruturas mais acometidas são o corpo estriado (núcleo caudato e putamen) e hipocampo 
(Hamilton e Gould, 1987; Brouillet et al., 1999, 2005). É importante notar que, quando 
ratos foram tratados sistemicamente com 3-NP (25 mg × kg-1 animal, i.p.), todos os tecidos 
e regiões cerebrais estudados (Figura 15) apresentam padrão semelhante de inibição da 
SDH. Este resultado sugere que o fato de alguns tecidos serem mais suscetíveis a lesões 
após tratamento sistêmico com 3-NP, não pode ser explicado por uma maior inibição da 
SDH nestes locais.   
Uma maior susceptibilidade de mitocôndrias de cérebro, em comparação a 
mitocôndrias de rim e fígado, a MPT induzida pela inibição parcial da SDH (por malonato) 
e concentrações micromolares de Ca2+ já havia sido descrita num trabalho anterior de nosso 
grupo (Maciel et al., 2004). No entanto, neste trabalho anterior não foi feito um estudo mais 
detalhado do efeito de diferentes porcentagens de inibição da SDH e da suscetibilidade de 
outros tecidos e regiões cerebrais à MPT induzida por Ca2+ e inibição da SDH.  
2+O mecanismo de potencialização por 3-NP do efeito do Ca  em induzir a MPT 
ainda não é totalmente claro. Resultados anteriores (Maciel et al., 2004) e do presente 
trabalho sugerem que uma diminuição do transporte de elétrons pela succinato 
desidrogenase (SDH) poderia levar a mitocôndria a uma maior sensibilidade a oxidantes 
endógenos quando a captação e acúmulo de Ca2+ é mediada pelo ΔΨ. Assim, em condições 
em que a respiração mitocondrial está parcialmente inibida, o aumento no transporte de 
elétrons devido à captação de Ca2+ levaria ao estresse oxidativo e à MPT (Maciel et al., 
2004). Sugere-se que alterações no estado de óxido-redução da coenzima Q podem estar 





Sabe-se que o tecido estriatal pode apresentar maior risco para excitotoxicidade e 
dano oxidativo pela presença de uma alta densidade de terminais nervosos glutamatérgicos 
e dopaminérgicos (Cepeda e Levine, 1998; Jakel e Maragos, 2000). Assim, estes neurônios 
são mais suscetíveis ao influxo de Ca2+ mediado pelos receptores NMDA (Albin e 
Greenamyre, 1992; Greene et al., 1998). Condição em que as mitocôndrias podem captar e 
acumular grandes quantidades de Ca2+ (Wang e Thayer, 1996; Castilho et al., 1998; 
Nicholls e Budd, 2000). Assim, propõe-se que a maior suscetibilidade do corpo estriado à 
neurodegeneração induzida por 3-NP (Hamilton e Gould, 1987; Brouillet et al., 1999, 
Brouillet et al., 2005) pode ser, pelo menos em parte, explicada por uma maior 
vulnerabilidade desta região do cérebro à MPT, juntamente com a vulnerabilidade desta 
região ao influxo de Ca2+ citosólico mediado pelo estímulo de receptores de glutamato 
(Figura 23).  
 Inibição da succinato desidrogenase
Privação energética
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Figura 23 – Proposta de eventos envolvidos na morte neuronal induzida pela inibição 
parcial da enzima SDH. A inibição parcial da SDH resulta em privação energética 
neuronal, o que leva a liberação de glutamato para o meio extracelular e conseqüente 
influxo de Ca2+ citosólico mediado pelo hiperestímulo de receptores de glutamato 
(excitotoxicidade). Nesta condição, a hidrólise mitocondrial de ATP resulta em restauração 
do Δψ e captação de Ca2+. O acúmulo mitocondrial de Ca2+, na presença de uma inibição 
parcial da SDH, torna estas organelas suscetíveis à MPT, um fenômeno associado com 































1 - O MMA é um importante inibidor competitivo da conversão de lactato a piruvato 
catalisada pela LDH. Este efeito de MMA pode contribuir para a fisiopatologia da 
MMAemia, resultando, dentre outras alterações, em acúmulo de lactato em tecidos e 
acidemia metabólica.  
 
2 - O MMA é um inibidor do transporte mitocondrial de dicarboxilatos. Esta propriedade 
do MMA explica a inibição do consumo mitocondrial de O2 na presença de succinato. 
Esses resultados confirmam que o MMA não é um inibidor da enzima SDH. A inibição do 
transporte mitocondrial de dicarbolixatos por MMA pode ter importantes implicações 
fisiopatológicas na MMAemia.  
 
3 - Mitocôndrias de cérebro e coração são mais suscetíveis à MPT induzida por Ca2+ e 3-
NP, um inibidor irreversível da SDH, que organelas isoladas de fígado e rim de ratos 
adultos. Mitocôndrias de corpo estriado são mais suscetíveis à MPT induzida por Ca2+ e 3-
NP que organelas isoladas de córtex ou cerebelo. Propõe-se que a maior suscetibilidade do 
corpo estriado à neurodegeneração induzida pela administração sistêmica de 3-NP pode ser, 
pelo menos em parte, explicada por uma maior vulnerabilidade desta região do cérebro à 
MPT, juntamente com a vulnerabilidade desta região ao influxo de Ca2+ citosólico mediado 
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